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Beschreibung 



nach den Oberbegriffen der Anspruche 81 und 114 ; ao/32619 bekannt Das bekannte Verfahren zielt 

^ordedich. Der Hers.el.ungsaufwand eines so.chen QHgoribonukleotids ^ hoch^ ^ 
[0003] Die DE 196 31 919 C2 beschreib. e.ne Anb-S d f ™ ^SSSch um e n RNA-Mo.ekul, 
Sinn-RNA in Form eines sie kodierenden Vektors vorjegt. Be. * J^^'SSTlLmuno der Genexpres- 
das komplementar zu Bereichen der mRNA .st Durch B ' nd ^^ 2 .B. Tumorer- 

sion bewirk,. Diese Hemmung kann - be - n ^^ in einer Menge 

ESSSSS " m^™-e die Menge der mRNA i, Die Wirksamkeit der 

ohne definierte Basensequenz. Die Einzelstrange ge er '^^^^^^^^^H^na 
r ungenmi.einanderein.soda B fehlgepaarteDoppels ^ 

der Vermehrung von Retroviren, we HIV. Die Vermehrung de * Virus ' J"^™* , nterferon> wodurch die Virus- 
ziHsche dsRNA in die Ze.ien eingeb racht w.rd. Es kom. date, zu „ « VW*«i « gering. 

ve-hrunggehemmtw^ 

[00051 Aus Fire, A. et.al, NAI UKt, vol i , ouu c vn rD«inn dieses Gens mit e ner hohen 

LpLentar zu einem zu hemmenden Gen eines a en^rrns '^SS^^Z^n dsRNA in 

=== 

k , e o.ide sind zum Schutz gegen enzyma,,s^ 
^e^ 

U.mann e, a,., 2377 Cbemica. Review, 90 (1990) June, No. 4. Washington DC. US gibt einen Oberblick Ober 
die Wirkungsweise von Anti-Sinn-Oligonukleotiden. beseitigen. Es soil 

[0 009] Aufgabedervor,^ 

Lngen ergeben sich aus den Ansprucben 2 bis 31, 33 bis 62, 882 b.s 13 und 115 b,s 125. 

[0011] Die Aufgabe wird gelos, u.a. durcb ^^^J^SS^L Lange des komp.emen.aren Bereicbs von 
[0012] Es hat sich Oberraschenderwe.se geze.gt, daft bererts be. einer Lang £ ^ 

weniger als 25 aufeinanderfo.genden Nuk.eotidpaaren e.ne «*»™^ 3lSSS«i«0-* werden ' 
werden kann. Entsprechende Oligoribonuk.eot.de ^^^^^SS^ Saugerzel.en und huma- 
[0013] insbesondere dsRNA mit einer Lange von mehr ah 50 NuMw odef da 9 s 2 . 5A . Sys , e m. Das 
nen Zel.en bestimmte zeUu.are Mechanismen, f z B p ^ s ^ 2 S .nterferenzeffektes. 

Erfindung beseitigt. Kettenlanqe in die Zelle bzw. in den Zellkern gegenuber 

[0014] Weiterhin ist die Aufnahme von dsRNA mit kurzer Ketteniange 
langerkettigen dsRNAs deutlich erleichtert. 
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[00151 Es hat sich als vorteilhafl erwiesen. dafi die dsRNA in micel.are Strukturen, vorzugswe.se in t^«. 
loriiegt. Die dsRNA kann gleichfalls in virale naturiiche Kapside oder in auf chemischen. oder enzyma techem Weg 
hergestellte kunstliche Kapside oder davon abgeleitele Strukturen eingeschlossen sen. - Die vorgenannten Merkmale 
ermoqlichen ein Einschleusen der dsRNA in vorgegebene Zielzellen. ,..„„„ ,,,„ 

[u016] Das zu hemmende Gen wird zweckmafiigerweise in eukaryontischen Zetlen expnm.ert. Das Z.elgen kann 
aus der folgenden Gruppe ausgewah.t sein: Onkogen. Cytokin-Gen, Id-Protein-Gen , Entwick ungsgen Pnujem Es 
kann auch in pathogenen Organismen. vorzugsweise in Plasmodien, exprimiert werden. Es kann Bestandteil ernes, 
o"u swe ise huma'npathogenen. Virus oder Viroids sein. - Das vorgeschlagene Vertahrenermbglich, 
von Mittetn zur Therapie genetisch gesteuerter Krankhei.en, z.B. Krebs. viraler Erkrankungen oder Morbus Alzhe.rner 
10017] Das Virus oder Viroid kann auch ein tier- oder planzenpathogenes Virus oder V,ro,d se.n. I , d.esem Fall 
eriaubt das erfindungsgemalle Verfahren auch die Bereitstellung von Mitteln zur Behandlung von T.er- oder Pflanzen- 

Sl^achelnem,^^ 
EndenderdsRNAkonnenmodifiziertwerden.um 

entqeqenzuwirken. Eine Dissoziation tritt insbesondere bei Verwendung niedriger Konzentrat.onen oder kurzer Ket- 
2ngen uf- Zur besonders wirksamen Hemmung der Dissoziation kann der durch die ^^^^ 
sammenhal. der doppelstrangigen Struk.ur durch mindes.ens eine. vorzugswe.se zwe, 

fung/en erhdht werden. - Eine erfindungsgemalie dsRNA, deren Dissoziation verm.ndert .st, weist e,ne hohere Stab.htat 
gegen enzymatischen und chemischen Abbau in der Zelle bzw. im Organismus auf. 
[0019] DiechemischeVerknupfungwirdzweckmaBigerweisedu^^ 

erstoffbruckenbindung, hydrophobe Wechselwirkungen, vorzugsweise van-der-Waa.soder Stapelungswechselw,r- 
kungen oier durch Metall-lonenkoordination gebildet. Sie kann nach einem besonders vorteilhaften Ausgestaltungs- 
merkmal an mindestens einem, vorzugsweise an beiden, Ende/n hergestellt werden. 

[0020] Es hat sich weiter als vorteilhaft erwiesen, dafi die chemische Verknupfung mittels e.ner oder mehrerer Ver- 

Ldu gsgruppen gebildet wird, wobei die Verbindungsgruppen vorzugsweise Poly-(oxyphosph,n,cooxy- .^ropan- 

d iol)- und/ode Polyethylenglycol-Ketten sind. Die chemische Verknupfung kann auch durch in der 

Struktur anstelle von Purinen benutzte Purinanaloga gebildet werden. Von Vorteil .s. es ferner, dafi d.e chemische 

Verknupfung durch in der doppelstrangigen Struk.ur eingefuhrte Azabenzoleinheiten geb.l et 

durch in der doppelstrangigen Struktur anstelle von Nukleotiden benutzte verzweigte Nukleot.danaloga geb.ldet wer- 

0021] Es hat sich als zweckmafiig erwiesen, dafi zur Herstellung der chemischen Verknupfung mindestens eine 
derfogenden Gruppen benutztwird: Methylenblau; bifunktionelle Gruppen, vorzugsweise &s-(2-chlorethy )-am,n, N- 
acetyl-N'-(P-glyoxylbenzoyl)-cystamin; 4-Thiouracil; Psoralen. Femer kann die chemische Verknupfung durch an den 
EnS dei'dopVstrangigen Bereichs angebrachte Thiophosphoryl-Gruppen gebildet werden. Vorzugsweise wird die 
chemische Verknupfung an den Enden des doppelstrangigen Bereichs durch Tnpelhelix-Bmdungen hergestellt. 
[0022] Die chemische Verknupfung kann zweckmaliigerweise durch ultraviolettesLichtinduziert werden 
[0023 Die Nukleotide der dsRNA konnen modifiziert sein. Dies wirkt einer Aktivierung e.ner von doppelstrang.ger 
RNA abhangigen Proteinkinase. PKR, in der Zelle entgegen. Vorteilhafterweise ist mindestens eine 2 -Hydroxylgruppe 
der Nukleotide der dsRNA in der doppelstrangigen Struktur durch eine chemische Gruppe, ^^^ a l' 
Amino- oder eine^Methylgruppe.ersetzt.MindestenseinNuk^ 

Struktur kann auch ein sogenanntes "locked nucleotide" mi. einem, vorzugsweise durch eine 2 -0, 4 -C-Methylenbruk- 
ke chemisch modifizierten Zuckerring sein. Vorteilhaflerweise sind mehrere Nukleotide locked nucleotides 
OO^ Nach einer weiteren besonders vorteilhaften Ausges.a.tung ist vorgesehen, dafi die dsRNA an mindestens 
ein von einem Virus stammendes, davon abgeleitetes oder ein synthetisch herges.e.ltes v.rales Hullprote.n gebunde* 
damit assoziiert oder davon umgeben wird. Das Hullpro.ein kann vom Polyomavirus abge e.tet sein. Es kann das 
Hullpro.eindasVirus-Pro.ein 1 (VP1)und/oderdasVirus-Pro.ein2(VP2)desPo.yomav,rusen. ^^IZleS 
derartiger Hullproteine ist z.B. aus der DE 196 18 797 A1 bekannt. - Die vorgenannten Merkmale erle.chtert wesentlich 

^^Z^^ bef Bilduig eines Kapsids oder kapsidartigen Gebildes aus dem HOI.pro.ein die eine Seite 
zum Inneren des Kapsids oder kapsidartigen Gebildes gewandt. Das gebildete Konstruk. is. besonders stabil. 
[0026] Die dsRNA kann zum primaren oder prozessierten RNA-Transkript des Zielgens komp.emen.ar se.n. Die 
Zelle kann eine Vertebratenzelle oder eine menschliche Zelle sein. 

[0027] Es konnen mindestens zwei voneinander verschiedene dsRNAs in die Zelle eingefuhri werden, wobe, em 
Strang jeder dsRMA zumindest abschnittsweise komplemen.ar zu Jewells einem von mindestens zwe. ^.edenen 
Zielqenen ist Dadurch ist esmoglich.gleichzeitigdie Expression mindestens zwei versch,edenerZ,elgenezuhemmen ( 

uSex Session einer von doppelsLgiger RNA abhangigen Pro.einkinase. PKR. in der-Zelle zu -.erdrucker, s 
eines der Zie.gene vorteilhafterweise das PKR-Gen. Dadurch kann die PKR-Aktiv,.at ,n der Zelle wirksam unterdruckt 
werden. 
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tO0281 Nach Maftqabe der Erf.ndung wird die Aufgabe ferner durch ein Medikament mit den Merkmalen der Anspru- 
he 3 Z 63 ge.2 Es hat s ich uberraschend gezeigt, daft eine so.che dsRNA sich als Medikament zur Hemmung 
dtrExpreTs^ 

S^JZS^lTSStoleh zur Verwendung einze.slrangiger Oligoribonukleotide bere.ts be. Konzen.rat onen 
. ££m Idestenseine Grbfcenordnung niedriger sind. Das erf.ndungsgemarse Medikament ,st hoch w.rksam. 

mH den Merkmalen des des Anspruchs 81. - Oberraschenderweise e.gnet sich eine solche dsRNA zur Hers ell ung 

Die eLdungsgemaKe Verwendung ermdg.ich, a.so die Herstellung besonders 

^NaThteTereTMaagabe der Erfindung wird die Aufgabe gelds, durch die Verwendung eines Vektors ^ I den 
ITmalen 2s Anspruchs 114. - Die Verwendung eines solchen Vektors ermdglicht eine besonders wirksame Gen- 

' 5 ST' Hinsichtlich vorteilhafter Ausgestal.ungen des Medikaments und der Verwendung wird auf die Beschreibung 

20 Fig. 1 die schematise Darstellung eines Plasmids ftir die in Wfro-Transkription mit T7- und SP6-Polymerase, 

Fig. 2 RNA nach Elektrophorese auf einem 8%igen Polyacrylamidgel und Ethidiumbromidfarbung, 

Fig. 3 eine Darstellung radioaktiver RNA-Transkripte nach Elektrophorese auf einem 8%igen Polyacrylamidgel 

2 5 m it 7 M Harnstoff mittels eines "Instant Imagers" und 

Fig. 4 a - e Texas-Rot- und YFP-Fluoreszenz in murinen Fibroblasten. 
Ausfuhrunqsbeispiel 1: 

30 100331 Die Inhibition der Transition wurde durch sequenzhomologe dsRNA in einem in wfro-Transk W^J*™ 
Sen! ^Kernextrak, aus humanen HeLa-Zel.en nachgewiesen. Die DNA-Matrize fur diesen Versuch war das mrtte.s 
BamHI linearisierte Plasmid pCMV1200. 

35 Herstellung der Matrizenplasmide: 

[0034] Zur Verwendung bei der enzyma.ischen Synthese der dsRNA wurde das in Fig 1 dargestel.te PMdt» 
st7uiert Dazu wurde zunachst eine Polymerase-Kettenreaktion (PCR) mit der "pos.tive control DNA des HeLaScnta® 
Sear STL Transkriptionskits der Firma Promega, Madison, USA als DNA-Matnze durchgefuhrt. E.ner der 
veCende e Prlme^nthie.. die Sequenz einer EcoRI-Schnittste.le und des 

Seauenzprotokoll Nr. 1 . Der andere Primer enthielt die Sequenz einer BamHI-Schnittstelle und des SP6-RNA-P0 yme 
SZZTnemm Seouenzprotokoll Nr 2. Daruber hinaus wiesen beide Primer an ihren 3'-Enden identische 

b^kom^^ 

HMen Deutschland nach Herste.lerangaben durchgefOhrt. In einem Volumen von 100 p. ^"^.^ 
200 uM dNTP ie 0 5 uM Primer, 2,5 U Tag-DNA-Polymerase und etwa 100 ng "positive control DNA als Matrize m 
PCR Puffe^ngesetrf Nach de anfang.ichen Denaturierung der Matrizen-DNA durch Erhitzen auf 94°C fur 5 M.nuten 
eS 9 r 2 : AmpSation in 30 Zyklen von je 60 Sekunden Denaturierung bei 94°C 60 Sekunder > Annea,,ng be, C 
un Jhalb der berechneten Schme.ztemperatur der Primer und 1,5-2 Mmuten be ' Ji^^nho'ese 

SchlufJpo.ymerisalion von 5 Minuten bei 72°C warden 5 pi des Reaktionsansatzes durch ^^^^ 
analysiert Die Lange des so amplifizierten DNA-Fragmentes betrug 400 Basenpaare, wobe, 340 Basenpaare der 
"noslttve control DNA" entsprachen. Das PCR-Produkt wurde aufgereinigt, mit EcoRI und BamHI hydrolysiert und nach 
J^S^^ESlon mi, einem ebenfalls durch EcoRI und BamHI hydrolysierten P UC18 i Vektor e.nge 
Es eSXnsformation von E. co//XL1-blue. Das erhal,ene P.asmid (pCMVS) tragt e,n DNA-Fragmen .das 
am 5' Ende von dem T7 . und am 3 --Ende von dem SP6-Promo,or Oankiert wird. Durch Linearisierong des Plasrmds 
Z BamHI kann es 7n litre mit der T7-RNA-Polymerase zur W n-off-Transkription einer 340 Nukleot.de langen. ,n Se- 
Inzp- oko N 3 da ges,ell,en, einzels.rangigen RNA eingesetz, werden. Wird das Plasmid mi, EcoRI neans^ 
TJl^ZnoffTranskm^ mi, der SP6-RNA-Polymerase eingesetz, werden, wobe, der komplementare Strang 

enlh,. *»* »»* *" " NUk ' e ° ,ide ™* ^ 
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Dazu wurde eine in Sequenzprotokoll Nr. 4 dargestellte DNA uber die EcoR\ und SamHI-Schnitlstellen mit dem pUC1 8 

Dazu wurde ein 1191 bp groftes EcoR./BamHI-Fragmen. der im HeLaScribe® Nuclear Extract „ wfro Transkn P t.onskrt 
enThaZen Pos I vkon* dl-DNA mittels PGR amplifiziert. Das amplifizierte Fragment umfaK. den 828 bp groften un- 
" etr flen" CMV-Promotor und ein 363 bp gro.es transkribierbares DNA-Ragrnent. Das 
uber "T-Oberhang"-Ligation mit dem Vektor pGEM-T ligiert. Am 5'-Ende des Fragments .st erne BamHI-Schnittstelle. 
Das Plasmid wurde durch Hydrolyse mit BamHI linearisiert und als Matrize zur run-off-Transknpt.on e.ngesetzt. 

In vrtro-Transkription der komplementaren Einzelstrange: 

f00361 pCMV5-Plasmid-DNA wurde mit EcoRI bzw. BamH\ linearisiert. Sie wurde als DNA-Matrize fur eine in vitro- 
Transkri^n der komplementaren RNA-Einzelstrange mit SP6- bzw. T7-RNA-Polymerase verwendet. Dazu wurde 
^Transcription" System der Firma Promega. Madison, USA f^^^^STs 
wurden 2 pg linearisierte P.asmid-DNA in 100 p. Transkriptionspuffer und 40 U T7- oder S p6 - R NA-Po^merase 5-6 
Stunden bei 37°C inkubiert. Anschlieftend wurde die DNA-Matrize durch Zugabe von 2,5 pH RNase-fre er DNase RQ1 
! d inkubation fur 30 Minuten bei 37'C abgebaut. Der Transkriptionsansatz wurde mit H 2 0 auf 300 p 
durch Phenolextraktion gereinigt. Die RNA wurde durch Zugabe von 150 pi 7 M Ammon,umacatat und 1125 pi Ethanol 
gefallt und bis zur Hybridisierung bei -65°C aufbewahrt. 

Herstellung der RNA-Doppelstrange: 

,00371 Zur Hybridisierung wurden 500 pi der in Ethanol aufbewahrten und gefallten einzelstrangigen RNA abzentri- 
uqiert Das esSierende Pellet wurde getrocknet und in 30 pi P.PES-Puffer, P H 6,4 in Gegenwart von 80 % Formam,d, 
400 mJ maCI und 1 mM EDTA aufgenommen. Jeweils 15 pi der komplementaren Einzelstrange wurden zusammen- 
gegeben und mVo Mmuten auf 85°C erhitzt. AnschlieKend wurden die Ansa.ze bei 50»C uber Nacht mkub.ert und 

durch enthielten die dsRNA-Praparationen einzelstrangige RNA (ssRNA) als Kontammafon. Urn diese ssRNA-Konta^ 
miatione^ 

Z e A aus Rinderpankreas und RNase T1 aus Aspergillus oryzae behandelt. RNase A ist eine fur Pynmidme spe- 
Se EndoZuLse. RNase T1 ist eine Endoribonuklease. die bevorzugt auf der 3'-Se,te von Guanos.nen 
schneidet dsRNA ist kein Substrat fur diese Ribonukleasen. Fur die RNase-Behandlung wurde zu , den Ansatzen n 
300 ul Tris P H 7 4, 300 mM NaCI und 5 mM EDTA 1,2 pi RNaseA in einer Konzentrat.on von 10 mg/ml und 2 pi 
RNaseT !n einer Konzentration von 290 pg/ml zugegeben. Die Ansatze wurden 1 ,5 Stunden be. 30°C .nkub.eh Da- 
na^denXRSd^ 

SDS Ztkubation fOr 30 Minutenbei 37X denaturiert. Die dsRNA wurde durch ^"J^JZZSiS m 
Ethanol gefallt. Urn die Vollstandigkeit des RNase-Verdaus uberprufen zu konnen. wurden zwe. Kontrollansatze m.t 
ssRNA analog zu den Hybridisierungsansatzen behandelt. 

[0039] Das getrocknete Pellet wurde in 15 pi TE-Puffer, P H 6,5 aufgenommen und auf einem 8/o gen Gel I einer 
Sen Polyacrylamidgelelektrophorese unterzogen. Das Acrylamidgel wurde ansch.ielkmd .n e.ner ^n^omri- 
Sung gefL. und in einem Wasserbad gespult. Fig. 2 zeigt die auf einem UV-Trans,llum,nator s.chtbar gemachte 
RNA D?e7ufS P ur 1 aufgetragene sense- und die auf Spur 2 aufgetragene an«se»se-RNA zeigten unter den gewahlte 
Beding "n en e* andJs LaufverhaUen als die auf Spur 3 aufgetragene dsRNA des Hybridi^--*-^ J-J* 
den Spuren 4 bzw. 5 aufgetragene RNase-behandelte sense- bzw. anf/sense-RNA erzeug ite keine sichtbare Bande. 
Dtes zefcf daft die einzelstrangigen RNAs vollstandig abgebaut wurden. Die auf Spur 6 aufgetragene RNase-behan- 
d el ' SRNA des Hybridisierungsansatzes ist resistent gegenuber der ^se -Behand.ung^ ,m n^ven Ge m Ve, 
oleich zu der auf Spur 3 aufgetragenen dsRNA schneller wandernde Bande resultiert aus dsRNA, die ei von ssRNA 
S Neben der dominierenden Haup.bande treten nach der RNase-Behandlung schwachere. schneller wandernde 
Banden auf. 

In wffo-Transkriptions-Test mit menschlichem Ze llkernextrakt: 

r00401 Unter Verwendung des HeLaScribe® Nuclear Extract in vitro Transkriptionskits der Firma Promega, Madison, 

S DNA" homologen DNA-Fragments in Gegenwart der sequenzhomologen dsRNA <dsRNA-CMV5) bes immt. Au- 
Sde^ 

den dsRNA (dsRNA-YFP) untersucht. Diese dsRNA war analog zur seguenzhomologen dsRNA hergestellt worden. 
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Die Sequenz eines Stranges dieser dsRNA ist Sequenzprotokoll Nr. 5 zu entnehmen. Als Matrize fur die ^-oH-Jjau- 
Sp7on diente das P.asmid pCMV1200. Es tragt den "unmit.elbar fruhen" Promoter des Cytomegahev.ru der ^von 
de euka^otischen RNA-Polymerase II erkannt wird, und ein transkribierbares DNA-Fragmen«. D.e Transknpt.on er- 
gte des"eLa-KernLrak«s. der a.le notwendigen Pro.eine fur eine Transition enthalt. Durch Zugabe von 
SpjrGTP zum Transkriptionsansatz wurde radioaktiv markier.es Transkript erhalten. Das v erwend e te 
hatte eine spezifische Aktivitat von 400 Ci/mmol. 10 mCi/ml. Pro Ansatz wurden 3 mM MgCI 2 . je 400 pM rATR rCTP, 

an dsRNA in Transkriptionspuffer eingesetzt. Jeder Ansatz wurde mit H 2 0 auf ein Vo.umen von 8,5 pi au.gefu lit. D,e 
ZsZ w den vo ichtig gemischt. Zum Starten der Transkription wurden 4 U HeLa-Kernex.rak, ,n e.nem Vo.umen 
von 4 ul zugegeben und fur 60 Minuten bei 30°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 87 5 p auf 30 C 
erwarm e Stop Six beendet. Zur Entfernung der Proteine wurden die Ansatze mit 100 pi Phenol/Chloroform/.soa- 
Za tohol (25 24-T v/Wv), gesat.igt mit TE-Puffer. pH 5,0. versetzt und 1 Minute kraftig gemischt. Zur Phasen.rennung 
wSleS f«ete 12000 rpmzentrifugiertunddieoberePhaseineinneu 

Ansatz wurden 250 pi E.hano. zugegeben. Die Ansatze wurden gut gemischt und fur mindestens 15 M.nuten auf 
SeneSethanoMnkubiert. Zu" Prestation der RNA wurden die Ansatze 20 Minuten be, 4-C 
zLfugiert. Der Qberstand wurde verworfen. Das Pellet wurde 15 Minuten ,m Vakuum getrocknet und .n 0 pi Hg 
resuspendien.Zujedem Ansatz wurden lOpldenaturierenderProbenpuffer zugegeben. Die Trennung des f eienGTP 
v?m en standenen Transkript erfolgte mittels denaturierender Polyacrylami^^ 

mit 7 M Harnstoff Die bei der Transkription mit HeLa-Kernextrakt gebildeten RNA-Transknpte n denatune endem 
plenpuffer wurden fur 10 Minuten auf 90°C erhitzt und 10 pi davon sofort in die frisch gespu.ten Probentaschen 
SJ J Die Elek.rophorese erfolgte bei 40 mA. Die Menge der bei der Transkription gebildeten radioak.iven ssR- 
NA wurde nach der Elektrophorese mit Hilfe eines Instant Imager analysiert. 

[0041] Fig. 3 zeigt die mittels des Instant Imagers dargestellte radioaktive RNA aus e.nem reprasentativen Tests. Es 
wurden aus folgenden Transkriptionsansatzen gewonne Proben aufgetragen: 

Spur 1 : ohne Matrizen-DNA, ohne dsRNA; 
Spur 2: 50 ng Matrizen-DNA, ohne dsRNA; 
Spur 3: 50 ng Matrizen-DNA, 0,5 pg dsRNA-YFP; 
Spur 4: 50 ng Matrizen-DNA, 1 ,5 pg dsRNA-YFP; 
Spur 5: 50 ng Matrizen-DNA, 3 pg dsRNA-YFP; 
Spur 6: 50 ng Matrizen-DNA, 5 pg dsRNA-YFP; 
Spur 7: ohne Matrizen-DNA, 1 ,5 dsRNA-YFP; 
Spur 8: 50 ng Matrizen-DNA, ohne dsRNA; 
Spur 9: 50 ng Matrizen-DNA, 0,5 pg dsRNA-CMV5; 
Spur 1 0: 50 ng Matrizen-DNA, 1 ,5 pg dsRNA-CMV5; 
Spur 11: 50 ng Matrizen-DNA, 3 pg dsRNA-CMV5; 
Spur 12: 50 ng Matrizen-DNA, 5 pg dsRNA-CMV5; 

,0042] Es zeigte sich eine deut.iche Verringerung der Menge an Transkript in Gegenwart von sequenzhomologer 
dsRNA im Vergleich zum Kontrollansatz ohne dsRNA sowie auch zu den Ansatzen m,t nicht-sequenzhomo oger dsR- 
NA YFP Die Positivkontrolle in Spur 2 zeigt, daB bei der in ^Transkription mit HeLa-Kernex*ak. radges Tran- 
skript gebildet wurde. Der Ansatz dient zum Vergleich mit den Transkriptionsansatzen, die,n^ YFPketaen 
inkubiert worden waren. Die Spuren 3 bis 6 zeigen, daft die Zugabe von mcht-sequenzspez.fischer dsRNA-YFP keinen 
Brtla7Z Menge des gebildeten Transkrip.s hat. Die Spuren 9 bis 12 zeigen, daft die Zugabe einer zwischen 1^5 
und 3 uq Ifegenden , Meng sequenzspezifischer dsRNA-CMV5 zu einer Abnahme der geb.ldeten Transknp.-Menge 
£t Urn Suschlieften, daft die beobachte.en Effek.e nicht auf der dsRNA, sondern auf einer 
der Herstellung der dsRNA unabsichtlich mitgefuhrten Kontamination beruhen. wurde eine wertere Kontrolle durchge- 
fflh I Szelstrang-RNA wurde wie oben beschrieben transkribiert und anschlieftend der RNase-Behandlung , un terzo- 
enM^ 

den war Dieser Ansatz wurde wie die Hybridisierungsansatze einer Phenolextrak.ion und e.ner E hanolfallung ^unter 
en und anschlieftend in TE-Puffer aufgenommen. Auf diese Weise wurde e,ne Probe erha ten <^tamRNA 
enthielt aber mit den gleichen Enzymen und Puffern behandelt worden war w,e d,e dsRNA. Spur 8 zeigt, daft der 
Zus S dfeser Probe keinen Einnuftauf die Transkription hatte. Die Abnahme des Transits *' ^ 
spezif.scher dsRNA kann deshalb eindeutig der dsRNA selbst zugeschrieben werden. Die Reduz.erung der Transkript 
MengVeines Gens in Gegenwart von dsRNA bei einem menschlichen Transkriptionssystem zeigt «"e Hemmung der 
Expression des entsprecLden Gens an. Dieser Effekt ist auf einen neuartigen, durch die dsRNA bedingten Mecha- 
nismus zuruckzufuhren. 
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Ausfiihruncjsbeispiel 2: 

Injektion anhand der grOn-gelben Fluoreszenz des geb.ldeten YFP. 
Konstruktion des Matrizenplas mids und Herstellung der dsRNA: 

KeSltene dsRNA-YFP isUden.isch mil der in Aasfahrungsbeispie. 1 als nich.-seqaenzspez.nsche Kon.ro.le ver- 

S Ze eine am 3'-Ende der RNA gema* Segaenzpro.okol. Nr. 8 Ober eine 
LTdem I Ende der komplemen.aren RNA verknupfte dsRNA (L-dsRNA) ^^^Z ° a ^1 che n 

0 go bonu'Seotids komplemen.aren 5'-<erminalen Syn.bon ^^J^ 6 ^ 
der HPLC. 

Vorbereituna der Zellkulturen: 

[0046] Die Zellen warden in DMEM mi. 4,5 g/l Glucose. 10 % fdtalem Rinde ; se "!^^ 
hliTyor in Kulturschalen inkubiert und vor Erreichen der Konfluenz passag.ert. Das Ablosen der Zellen erfolgle mil 
Sn/EDT^ ISfiSZSZZL Mikroinjek.ion warden die Zellen in Petriscbalen GberfOhr. and bis za BHdang von 
Mikrokolonien weiter inkubiert. 



Mikroinjektion: 



.00471 Die Kultarschalen wurde zur Mikroinjek.ion far ca. 10 Minaten aus dem Inkubator genommen. Es wurde in 

E OR. F^gmen, mit dem Gen des YFP im Vek.or pcDNA3 emha.t. Die in die Zellkerne .n.-z.er.en Proben en.h,e..en 
nZ .i r.rr»MA yfp ^owie an Dextran-70000 gekoppeltes Texas-Rot in 14 mM NaCI, 3 mM KCI, 10 mM kku 4 , pn 
^zSS^cT^jSSS-n- JnzenLon von 1 uM. bzw. 375 uM im Fa., der L-dsRNA, zugegeben. 
^r SSen bei Anregang mi. Lich. der Anregangswe.len.ange von Texas-Ro., 568 nm to* von YFP 
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YFP-Fluoreszenz nach Injektion von dsRNA-YFP nicht mehr nachweisbar war. Fig. 4 d zeigt als Kontro le i Zellen, « 
die keine RNA injiziert worden war. Die in Fig. 4 e dargestellte Zelle zeigt durch die Injektion der L-dsRNA, die jum 
YFP-Gen sequenzhomologe Bereiche aufweist, eine nicht mehr nachweisbare YFP-Fluoreszenz. Dieses Ergebnis 
belegt daft auch kurzere dsRNAs zur spezifischen Inhibition der Genexpression bei Saugern verwendet werden kon- 
nen, wenn die Doppelstrange durch chemische Verknupfung der Einzelstrange stabihsiert werden. 
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[0052] 
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<120> Verfahren und Medikament zur Hemmung der Expression eines vorgegebenen Gens 

<130> 400968 

<140> 

<141> 

<150> 199 03 713.2 
<151> 1999-01-30 
<150> 199 56 568.6 
<151> 1999-11-24 
<160>8 

<170> Patentin Ver. 2.1 
<210> 1 
<211>45 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: EcoRI-Schnittstelle, T7-RNA-Polymerasepromotor 
<400> 1 

ggaattctaa tacgactcac tatagggcga tcagatctct agaag 



45 



<210>2 
<211>50 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
BamHI-Schnittstelle, SP6-RNA-Polymerasepromotor 
<400> 2 



gggatccatt taggtgacac tatagaatac ccatgatcgc gtagtcgata 



50 



<210> 3 
<211> 340 
<212> RNA 

<213> Kunstliche Sequenz 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: RNA, die einer Sequenz aus der "positive control DNA** des HeLaS- 
cribe Nuclear Extract in vitro Transkriptionskits der Firma Promega entspricht 
<400> 3 
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ucagaucucu agaagcuuua augcgguagu 
gcaccgugua ugaaaucuaa caaugcgcuc 
gcuguaggca uaggcuuggu uaugccggua 
uccgacagca ucgccaguca cuauggcgug 
cuaugcgcac ccguucucgg agcacugucc 
gcuucgcuac uuggagccac uaucgacuac 



uuaucacagu. uaaauugcua acgcagucag 60 
aucgucaucc ucggcaccgu cacccuggau 120 
cugccgggcc ucuugcggga uaucguccau 180 
cugcuagcgc uauaugcguu gaugcaauuu 240 
gaccgcuuug gccgccgccc aguccugcuc 300 
gcgaucaugg 340 



<210>4 
<211>363 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 

<22?> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: DNA, die einer Sequenz aus der "positive control DNA" des HeLaS- 
cribe Nuclear Extract in vitro Transkriptionskits der Firma Promega entspncht 
<400> 4 

tcagatctct agaagcttta atgcggtagt ttatcacagt taaattgcta acgcagtcag 60 

gcaccgtgta tgaaatctaa caatgcgctc atcgtcatcc tcggcaccgt caccctggat 120 
gctgtaggca taggcttggt tatgccggta ctgccgggcc tcttgcggga tatcgtccat 180 
tccgacagca tcgccagtca ctatggcgtg ctgctagcgc tatatgcgtt gatgcaattt 240 
ctatgcgcac ccgttctcgg agcactgtcc gaccgctttg gccgccgccc agtcccgctc 300 
gcttcgctac ttggagccac tatcgactac gcgatcatgg cgaccacacc cgtcctgtgg 360 

363 

ate 

<210>5 
<211> 315 
<212> RNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Sequenz aus dem YFP-Gen 
<400> 5 

auggugagca,iagggcgagga,;gcuguucacc gggguggugc ccauccuggu cgagcuggac 60 
ggcgacguaa-acggccacaa guucagcgug uceggegagg gegagggega ugccaccuac 120 
ggcaagcuga cccugaaguu caucugcacc accggcaagc ugcccgugcc cuggcccacc 180 
cucgugacca cccugaccua eggegugcag ugcuucagcc gcuaccccga ccacaugaag 240 
cagcacgacu ucuueaague cgccaugccc gaaggcuacg uccaggagcg caccaucuuc 300 

315 

uucaaggacg aegge 



<210>6 
<211>52 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 

2S> Beschreibung der kunst.ichen Sequenz: EcoRI-Schnittstelle, T7-RNA-Polymerasepromotor, komplemen- 
tarer Bereich zum YFP-Gen 
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<400> 6 

ggaattctaa tacgactcac tatagggcga atggtgagca agggcgagga gc 52 

<210>7 
<211> 53 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 

<223> Beschreibung der kOnstlichen Sequenz: BamHI-Schnittstelle, SP6-RNA-Polymerasepromotor. komplemen- 
tarer Bereich zum YFP-Gen 
<400> 7 



gggatccatt taggtgacac tatagaatac gccgtcgtcc ttgaagaaga tgg 



53 



<210>8 
<211> 21 
<212> RNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 
<223> 
<400> 8 



Beschreibung der kunstlichen Sequenz: RMA, die einer Sequenz aus dem YFP-Gen entspricht 



21 

ucgagcugga cggcgacgua a 



Patentanspriiche 

1 Verfahren zur Hemmung der Expression eines vorgegebenen Zie.gens in einer Zei.e i vij-o wobei ein aigonbc, 
nukleotid von aus zwei separaten RNA-Einzelstrangen gebildeter doppelstrangiger Struktur (dsRNA) ,n die Zelle 
elngeShrt wird. wobei ein Strang der dsRMA einen zum Zielgen komplemen.aren Bere.ch aufwe,st, 
dadurch gekennzeichnet, dali 

der komplementare Bereich weniger als 25 aufeinanderfolgende Nukleot.dpaare aufwe.st. 
2. VerfahrennachAns P ruch1,wobeidiedsRNAinmicellareStrukturen,vorzugsweiseinLiposomen,eingeschloasen 
wird. 

3 Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die dsRNA in vira.e 

chemischem oder enzymatischem Weg hergestellte kunstliche Kaps-de oder davon abgele.tete Strukturen einge 

schlossen wird. 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei das Zielgen in eukaryontischen Zellen exprimiert 
wird. 

5 Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei das Zielgen aus der folgenden Gruppe ausgewahlt 
ist: Onkogen, Cytokin-Gen, Id-Protein-Gen, Entwicklungsgen, Priongen. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche. wobei das zielgen in pathogenen Organismen, vorzugs- 
weise in Plasmodien, exprimiert wird. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche. wobei das zielgen Bestandtei. eines virus oder Viroids ist. 

8. Verfahren nach Anspruch 7. wobei das Virus ein humanpathogenes Virus oder Viroid ist. 
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9. Verfahren nach Anspruch 7, wobei das V,rus oder Viroid ein tier- oder pflanzenpathogenes Virus oder Viroid ist. 

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die dsRNA abschnittsweise doppelstrangig ausge- 
bildet ist. 

11 Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die Enden der dsRNA modifizierf werden, urn einem 
Abbau in der Zelle oder einer Dissoziation in die Einzelstrange entgegenzuwirken. 

1 2 Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei der durch die komplementaren Nukleotidpaare be 
wlkte Zusammenhalt der doppelstrangigen Struktur durch mindestens eine, vorzugswe.se zwe.. we,tere chem,- 
sche Verknupfung/en erhoht wird. 

13 verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die chemische Verknupfung durch eine kovalente 
oderionischeBindung, eine WasserstoffbrOckenbindung, hydrophobe Wechselwirkungen, vorzugswe.se van-der- 
Waals- oder Stapelungswechselwirkungen, oder durch Metall-lonenkoordination gebildet wird. 

14 Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die chemische verknupfung an mindestens einem, 
vorzugsweise an beiden, Enden der doppelstrangigen Struktur hergestellt wird. 

15. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche. wobei die chemische Ve * na P fu ^'^ 

rerer Verbindungsgruppen gebildet wird, wobei die Verbindungsgruppen vorzugswe.se Poly-(oxyphosph,n,cooxy- 
1,3-propandiol)- und/oder Polyethylenglycol-Ketten sind. 

16 Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die chemische Verknupfung durch in der doppelst- 
rangigen Struktur anstelle von Purinen benutzten Purinanaloga gebildet wird. 

17. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die chemische Verknupfung durch in die doppelst- 
rangige Struktur eingefuhrte Azabenzoleinheiten gebildet wird. 

18 Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die chemische Verknupfung durch in der doppelst- 
' rangigen Struktur anstelle von Nukleotiden benutzten verzweigten Nukleotidanaloga gebildet wird. 

19 Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei zur Herstellung der chemischen Verknupfung min- 
destenes eine der folgenden Gruppen benutzt wird. Methylenblau; bifunktionelle Gruppen, vorzugsweise B,s- 
(2-chlorethyl) -amin; N-acetyl-N'- (p-glyoxyl-benzoyl)-cystamin; 4-Thiouracil; Psoralen. 

20 Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei. die chemische Verknupfung durch an den Enden 
der doppelstrangigen Struktur angebrachte Thiophosphoryl-Gruppen gebildet wird. 

21 . Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die chemische Verknupfung an den Enden der dop- 
pelstrangigen Struktur durch Tripelhelix-Bindungen hergestellt wird. 

22. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei mindestens eine 2 --Hydroxylgruppe der Nukleotide 
der dsRNA in der doppelstrangigen Struktur durch eine chemische Gruppe. vorzugsweise e.ne 2 -Ammo- oder 
eine 2'-Methylgruppe; ersetzt ist. 

23. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei mindestens ein Nukleotid in ^ des * ens ^ n ^ 
Strang der doppelstrangigen Struktur ein "locked nucleotide" mit einem, vorzugsweise durch eine 2 -0, 4 -C-Methy- 
lenbriicke, chemisch modifizierten Zuckerring ist. 

24 Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die dsRNA an mindestens ein von einem' Vims 
sTammendes, davon abge.eitetes oder ein synthetisch hergeste.ltes virales Hul.prote.n gebunden, damit assoznert 
oder davon umgeben wird. 

25. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei das Hullprotein vom Polyomavirus abgeleitet ist. 

26. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei das Hullprotein das Virus-Protein 1 (VP1 ) und/oder- 
das Virus-Protein 2 (VP2) des Polyomavirus enthalt. 
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28 Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche. wobei ein Strang der dsRNA zum primaren oder prozes- 
5 sierten RNA-Transkript des Zielgens komplementar ist. 

29. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche. wobei die Ze..e eine Vertebratenzei.e oder eine mensch- 
liche Zelle ist. 

jeweils einem von mindestens zwei verschiedenen Zielgenen ist. 
31 Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, wobei eines der Zielgene das PKR-Gen is.. 

der dsRNA einen zum Zielgen komplementaren Bereich aufweist, 

33. mmm* "=» ». wo M d* dsRNA »pac k , in n**™ SW. * *-»-»■ 

vorliegt. 

„ mHo r Ancnriiche 32 oder 33 wobei die dsRNA in virale naturliche Kapside oder in auf 

schlossen ist. 

35. Medikament nach einem der AnsprOche 32 bis 34, wobei das Zie.gen in eukaryontischen Ze.ien exprimierbar ist. 

30 36 Medikament nach einem der AnsprOche 32 bis 35, wobei das Zieigen aus der fo.genden Gruppe ausgewahit ist: 
' Onkogen, cytokin-Gen, Id-Protein-Gen, Entwicklungsgen, Pnongen. 

37. Medikament nach einem der AnsprOche 32 bis 36, wobei das Zie.gen in pathogenen Organismen, vorzugsweise 
35 in Plasmodien, exprimierbar ist. 

38. Medikament nach einem der AnsprOche 32 bis 37, wobei das zielgen Bestandtei, eines V,rus oder Viroids ist. 

39. Medikament nach Anspruch 38, wobei das Virus ein humanpathogenes Virus oder Viroid ist. 

40 40. Medikament nach Anspruch 38, wobei das Virus oder Viroid ein tierpathogenes Virus oder Viroid ist. 

41 . Medikament nach einem der AnsprOche 32 bis 40, wobei die dsRNA abschnittsweise doppe.stra,gig ausgebildet 



ist. 



45 



50 



55 



knupfung/en erhoht wird. 

Zt J£Z%uZ«e*s^«gen, oder durch Metai.-lonenkoordination geb.lde. w,rd. 

45. Medikament nach einem der AnsprOche 32 bis 44. wobei die chemische VerknOpfung an mindestens einem, vor- 
zugsweise an beiden, Enden der doppelstrangigen S.ruktur hergestellt w,rd. 
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pandiol)- und/oder Polyethylenglycol-Ketten sind. 
47 Medikament nach einem der Anspruche 32 bis 46. wobei die chemische Verknupfung durch in der doppelstrangi- 

gen Struktur anstelle von Purinen benutzten Purinanaloga geb.ldel ist. 
48. Medikament nacheinemder Anspruche 32 bis 47, wobei die chemische Verknupfung durch in die doppelstrangige 

Struktur eingeschaltete Azabenzoleinheiten gebildet ist. 

thyl)-amin; N-acetyl-N-(pglyoxyl-benzoyl)-cystamin; 4-Thiouracil; Psoralen. 

51 Medikament nach einem der Anspruche 32 bis 50, wobei die chemische Verknupfung durch an den Enden der 
doppelstrangigen Struktur vorgesehene Thiophosphoryl-Gruppen geb.ldet ist. 

52 Medikament nach einem der Anspruche 32 bis 51, wobei die chemische Verknupfung an den Enden der doppel- 
strangigen Struktur vorgesehene Tripelhelix-Bindungen sind. 

2'-Methylgruppe, ersetzt ist. 

54. Medikament nach einem der Anspruche 32 bis 53, wobei mindestens ein 

der doppelstrangigen struktur ein "locked nucleotide" mit einem, vorzugswe.se durch erne 2 -0, 4 C Methylenbruk 
ke chemisch modifizierten Zuckerring ist. 

davon umgeben ist. 

56. Medikament nach einem der Anspruche 32 bis 55, wobei das Hullprotein vom Polyomavirus abgeleitet ist. 

57. Medikament nach einem der Anspruche 32 bis 56, wobei das Hullprotein das Virus-Protein 1 (VP1) und/oder das 
Virus-Protein 2 (VP2) des Polyomavirus enthalt. 

58 Medikament nach einem der Anspruche 32 bis 57, wobei bei Bi.dung eines Kapsids oder kapsidartigen Gebildes 
^S^SS^ die eine Seite zum Inneren des Kapsids oder kapsidartigen GebHdes gewandt ,st. 

59. Medikament nach einem der Anspruche 32 bis 58, wobei ein Strang der dsRMA zum primaren oder prozessierten 
RNA-Transkript des Zielgens komplementar ist. 

60. Medikament nach einem der Anspruche 32 bis 59, wobei die Ze.le eine Vertebratenzeile oder eine menschliche 
Zelle ist. 

von mindestens zwei verschiedenen Zielgenen ist. 

62. Medikament nach Anspruch 61, wobei eines der Zielgene das PKR-Gen ist. 

63. Wirkstoff mi, mindestens einem Oligoribonukleotid von doppelstrangiger aus zwei ^^^^Z 
^^hi.Hotor struktur frisRNA) zur Hemmung der Expression eines vorgegebenen Zielgens, woDei ein sirang ue 

Bereicn aufweist, und wobei das Zielgen Bestandteil e.nes pftanzen- 
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pathogenen Virus Oder Viroids ist, 
dadurch gekennzeichnet, daft 

der komplementare Bereich weniger als 25 aufeinanderfolgende Nukleotidpaare aufwe.st. 

64. Wirkstoff nach Anspruch 63, wobei das Zielgen in eukaryontischen Zellen exprimierbar ist. 

65. Wirkstoff nach Anspruch 63 oder 64, wobei die dsRNA abschnittsweise doppelstrangig ausgebildet ist. 

66. Wirkstoff nach einem der AnsprOche 63 bis 65. wobei die Enden der dsRMA modifiziert worden, um einem Abbau 
in der Zelle oder einer Dissoziation in die Einzelstrange entgegenzuwirken. 

67 Wirkstoff nach einem der AnsprOche 63 bis 66, wobei der durch die komplementaren Nukleotidpaare bewirkte 
Zusammenhal. der doppelstrangigen Struktur durch mindestens eine, vorzugswe.se zwe.. weitere chem,sche Ver- 
knupfung/en erhoht wird. 

68 Wirkstoff nach einem der AnsprOche 63 bis 67, wobei die chemische VerknOpfung durch eine kovalente oder 
ionische Bindung, eine WasserstoffbrOckenbindung, hydrophobe Wechselwirkungen, vorzugswe.se van-der- 
Waals- oder Stapelungswechselwirkungen, oder durch Metall-lonenkoordination geb.ldet w.rd. 

69 Wirkstoff nach einem der AnsprOche 63 bis 69, wobei die chemische VerknOpfung an mindestens einem, vorzugs- 
weise an beiden, Enden der doppelstrangigen Struktur hergestellt w.rd. 

70 Wirkstoff nach einem der AnsprOche 63 bis 69, wobei die chemische VerknOpfung mittels einer oder mehrerer 
' Verbindungsgruppen gebildet ist, wobei die Verbindungsgruppen vorzugsweise Poly-(oxyphosph,n,cooxy-1 ,3-pro- 

pandiol)-und/oder Polyethylenglycol-Ketten sind. 

71 . Wirkstoff nach einem der AnsprOche 63 bis 70, wobei, die chemische VerknOpfung durch in der doppelstrangigen 
Struktur anstelle von Purinen benutzten Purinanaloga gebildet ist. 

72. Wirkstoff nach einem der AnsprOche 63 bis 71, wobei die chemische VerknOpfung durch in die doppelstrangige 
Struktur eingeschaltete Azabenzoleinheiten gebildet ist. 

73 Wirkstoff nach einem der AnsprOche 63 bis 72. wobei die chemische VerknOpfung durch in der doppelstrangigen 
Struktur anstelle von Nukleotiden benutzten verzweigten Nukleotidanaloga gebildet .st. 

74. Wirkstoff nach einem der AnsprOche 63 bis 73. wobei zur Herstellung der chemischen VerknOpfung . ^estenes 
eine der folgenden Gruppen benutzt wird: Methylenblau; bifunktionelle Gruppen. vorzugswe.se B.s-(2-chlorethyl)- 
amin; N-acetyl-N-(pglyoxyl-benzoyl)-cystamin; 4-Thiouracil; Psoralen. 

75. Wirkstoff nach einem der AnsprOche 63 bis 74, wobei die chemische VerknOpfung durch an den Enden der dop- 
pelstrangigen Struktur vorgesehene Thiophosphoryl-Gruppen gebildet ist. 

76. Wirkstoff nach einem der AnsprOche 63 bis 75. wobei die chemische VerknOpfung an den Enden der doppelstran- 
gigen Struktur vorgesehene Tripelhelix-Bindungen sind. 

77 Wirkstoff nach einem der AnsprOche 63 bis 76. wobei mindestens eine 2'-Hydroxylgruppe der Nukleotide der dsR- 
NA in der doppelstrangigen Struktur durch eine chemische Gruppe. vorzugswe.se e.ne 2 -Amino- oder e.ne 2- 
Methylgruppe, ersetzt ist. 

78. Wirkstoff nach einem der AnsprOche 63 bis 77, wobei mindestens ein Nuk.eo.id in mindestens 
doppelstrangigen Struktur ein "locked nucleotide" mil einem, vor-. zugswe.se durch e.ne 2 -0, 4 -C-Methylenbruk 
ke, chemisch modifizierten Zuckerring ist. 

79. Wirkstoff nach einem der AnsprOche 63 bis 78. wobei ein Strang der dsRNA zum primaren oder prozessierten 
RNA-Transkript des Zielgens komplementar ist. 

80 Wirkstoff nach einem der AnsprOche 63 bis 79, wobei darin mindestens zwei voneinander verschiedene dsRNAs 
flatten sind. wobei ein Strang jeder dsRNA zumindest abschnittsweise komp.ementar zu jewei.s einem von 
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mindestens zwei verschiedenen Zielgenen ist. 

81 Verwendung eines Oligoribonukleotids von doppelstrangiger aus zwei separaten RNA-Einzelstrangen gebildeter 
' sSur (dsRNA) zur Herstellung eines Medikaments Oder Wirkstoffs zur Hemmung der Expression ernes vorge- 
gZen Sgens wobei ein Strang der dsRNA einen zum Zielgen komplementaren Bereich aufwe.st. 
dadurch gekennzeichnet, daft 

der komplementare Bereich weniger als 25 aufeinanderfolgende Nukleotidpaare aufwe.st. 

82. Verwendung nach Anspruch 81 , wobei die dsRMA verpackt in micellare S.ruk.uren, vorzugsweise in Liposomen, 
vorliegt. 

83 Verwendung nach einem der Anspruche 81 Oder 82, wobei die dsRNA in virale natOrliche Kapside c4er in auf 
Oder enzymatischem Weg hergeste.lte kunstliche Kapside oder davon abgeleite.e Strukluren e,nge- 
schlossen ist. 

84. Verwendung nach einem der Anspruche 81 bis 83. wobei das Zielgen in eukaryontischen Zellen exprimierbar ist. 

85 Verwendung nach einem der Anspruche 81 bis 84, wobei das Zielgen aus der folgenden Gruppe ausgewahlt is.: 
Onkogen, Cytokin-Gen, Id-Protein-Gen, Entwicklungsgen, Pnongen. 

86. Verwendung nach einem der Anspruche 81 bis 85. wobei das Zielgen in pathogenen Organismen, vorzugsweise 
in Plasmodien, exprimierbar ist. 

87. Verwendung nach einem der Anspruche 81 bis 86, wobei das Zielgen Bestand.eil eines Virus oder Viroids ist. 

88. Verwendung nach Anspruch 87, wobei das Virus ein humanpathogenes Virus oder Viroid ist. 

89. Verwendung nach Anspruch 87, wobei das Virus oder Viroid ein tier- oder pflanzenpathogenes Virus oder Viroid ist. 

90. Verwendung nach einem der Anspruche 81 bis 89, wobei die dsRNA abschnittsweise doppelstrangig ausgebi.det 
ist. 

91 Verwendung nach einem der Anspruche 81 bis 90, wobei die Enden der dsRNA modifiziert sind. urn einem Abbau 
in der Zelle oder einer Dissoziation in die Einzelgtrange entgegenzuwirken. 

Q7 WnA/enduno nach einem der Anspruche 81 bis 91, wobei der durch die Nukleotidpaare bewirkte Zusamrnenhalt 
9 TZ^^lr du?ch mindestens eine, vorzugsweise zwei. weitere chemische VerknOpfung/en 

erhoht ist. 

93 Verwendung nach einem der Anspruche 81 bis 92, wobei die chemische Verknupfung durch eine kovalente > oder 
tonteche Bindung, eine Wasserstoffbruckenbindung, hydrophobe Wechse.wirkungen vorzugswe.se van-der- 
Waals- Oder Stapelungswechselwirkungen, oder durch Metall-lonenko-ordination geb.ldet ,st. 

94 Verwendung nach einem der Anspruche 81 bis 93. wobei die chemische Verknupfung an mindestens einem, vor- 
zugsweise an beiden, Enden der doppelstrangigen Struktur hergestellt ist. 

95. Verwendung nach einem der Anspruche 81 bis 94, wobei die chemische Verknupfung """"^^^ 
Verbindungsgruppen gebildet ist, wobei die Verbindungsgruppen vorzugswe,se PolyKoxyphosphm.cooxy-l ,3 pro- 
pandiol)- und/oder Polyethylenglycol-Ketten sind. 

96 Verwendung nach einem der Anspruche 81 bis 95, wobei die chemische Verknupfung durch in der doppe.stran- 
gigen Struktur anstelle von Purinen benutzten Purinanaloga gebildet ist. 

97. Verwendung nach einem der Anspruche 81 bis 96, wobei die chemische Verknupfung durch in die doppelstrangi- 
gen Struktur eingefuhrte Azabenzoleinheiten gebildet ist. 

98. Verwendung nach einem der Anspruche 81 bis 97. wobei die chemische Verknupfung durch in der doppelstran- 
gigen Struktur anstelle von Nukleotiden benutzten verzweigten Nukleotidanaloga gebildet ist. 



16 



EP 1 144 623 B1 

99 Verwendung nach einem der Anspriiche 81 bis 98. wobei zur Herstellung der chemischen Verknupfung mindeste- 
' nes eine der folgenden Gruppen benutzt wird: Methylenblau; bifunktionelle Gruppen. vorzugswe.se Bis- (2-chlo- 
rethyl) -amin; N-acetyl-N'- (p-glyoxyl-benzoyl)-cystamin; 4-Thiouracil; Psoralen. 

100. Verwendung nach einem der Anspriiche 81 bis 99, wobei die chemische Verknupfung durch an den Enden der 
doppelstrangigen Struktur angebrachte Thiophosphoryl-Gruppen gebildet ist. 

101. Verwendung nach einem der Anspriiche 81 bis 100, wobei die chemische Verknupfung an den Enden der dop- 
pelstrangigen Struktur durch Tripelhelix-Bindungen hergestellt ist. 

102 Verwendung nach einem der Anspruche 81 bis 1 01 . wobei mindestens eine 2'-Hydroxylgruppe der Nukleotide der 
dsRNA in der doppelstrangigen Struktur durch eine chemische Gruppe, vorzugsweise eine 2'-Amino- oder eine 
Z-Methytgruppe, ersetzt ist. 

103.Verwendung nach einem der Anspruche 81 bis 102, wobei mindestens ein Nukleotid in "lindestens ei "em Strang 
der doppelstrangigen Struktur ein "locked nucleotide" mit einem, vorzugsweise durch eine 2 -0, 4 -C-Methylenbruk- 
ke, chemisch modifizierten Zuckerring ist. 

104 Verwendung nach einem der Anspriiche 81 bis 103, wobei die dsRNA an mindestens ein von einem Virus stam- 
mendes, davon abgeleitetes oder ein synthetisch hergestelltes virales Hullprotein gebunden, dam.t assoznert oder 
davon umgeben ist. 

105. Verwendung nach einem der Anspruche 81 bis 104, wobei das Hullprotein vom Polyomavirus abgeleitet ist. 

106. Verwendung nach einem der Anspruche 81 bis 105, wobei das Hullprotein das Virus-Protein 1 (VP1) und/oder 
das Virus-Protein 2 (VP2) des Polyomavirus enthalt. 

107 Verwendung nach einem der Anspriiche 81 bis 106, wobei bei Bildung eines Kapsids oder kapsidartigen Gebildes 
aus dem Hullprotein die eine Seite zum Inneren des Kapsids oder kapsidartigen Gebildes gewandt ist. 

108.Verwendung nach einem der Anspruche 81 bis 107, wobei ein Strang der dsRNAzum primaren oder prozessierten 
RNA-Transkript des Zielgens komplementar ist. 

109-Verwendung nach einem der Anspriiche 81 bis 108, wobei die Zelle eine Vertebratenzelle oder eine menschliche 
Zelle ist. 

110 Verwendung nach einem der Anspruche 81 bis 109, wobei mindestens zwei voneinander verschiedene dsRNAs 
'verwendet werden, wobei ein Strang jeder dsRNA zumindest abschnittsweise komplementar zu jewe.ls einem von 
mindestens zwei verachiedenen Zielgenen ist. 

111. Verwendung nach Anspruch 110, wobei eines der Zielgene das PKR-Gen ist. 

112. Verwendung nach einem der Anspruche 81 bis 111. wobei das Medikament in die Blutbahn oder das Interstitium 
des zu therapierenden Organismus injizierbar ist. 

113. Verwendung nach einem der Anspruche 81 bis 112, wobei die dsRNA in Bakterien oder Mikroorganismen aufge- 
nommen ist. 

114 Verwendung eines Vektors zur Kodierung mindestens eines Oligoribonukleotids von doppelstrangiger aus zwei 
separaten RNA-Einzelstrangen gebildeter Struktur (dsRNA) zur Herstellung eines Medikaments oder Wirks offs 
zur Hemmung der Expression eines vorgegebenen Zielgens, wobei ein Strang der dsRNA einen zum Zielgen 
komplementaren Bereich aufweist, 
dadurch gekennzeichnet, dad 

der komplementare Bereich weniger als 25 aufeinanderfolgende Nukleotidpaare aufweist. 

115. Verwendung nach Anspruch 114, wobei das Zielgen in eukaryontischen Zellen exprimierbar ist. 

1 16. Verwendung nach Anspruch 114 oder 115, wobei das Zielgen aus der folgenden Gruppe ausgewahlt ist: Onkogen, 
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Cytokin-Gen, Id-Protein-Gen, Entwicklungsgen, Priongen. 

1 17. Verwendung nach einem der Anspruche 114 bis 116, wobei das Zielgen in pathogenen Organismen, vorzugsweise 
in Plasmodien, exprimierbar ist. 

118. Verwendung nach einem der Anspruche 114 bis 117, wobei das Zielgen Bes.andteil eines Virus oder Viroids ist. 

119. Verwendung nach Anspnjch 118. wobei das Virus ein humanpathogenes Virus oder Viroid ist. 

120. Verwendung nach Anspruch 118. wobei das Virus oder Viroid ein tier- oder pflanzenpathogenes Virus oder Viroid 
ist. 

121. Verwendung nach einem der Anspruche 114 bis 120, wobei die dsRNA abschnittsweise doppelstrangig ausgebil- 
det ist. 

122. Verwendung nach einem der Anspruche 114 bis 121, wobei ein Strang der dsRNA zum primaren oder prozessier- 
ten RNA-Transkript des Zielgens komplementar ist. 



123 



Verwendung nach einem der Anspruche 114 bis 122, wobei die Zelle eine Vertebra.enzelle oder eine menschliche 



Zelle ist. 



124 Verwendung nach einem der Anspruche 114 bis 123, wobei mindestens zwei v o neinande ;. verschied f^. d ^ N ^ 
ve^endetwerden.wobei ein Strang jeder dsRNAzumindest abschnittsweise komplementar zu,ewe.lse.nem von 

mindestens zwei verschiedenen Zielgenen ist. 
125. Verwendung nach Anspruch 124, wobei eines der Zielgene das PKR-Gen ist. 

Claims 

1. Method for inhibiting the expression of a given target gene in a cell in vitro, where an 

double-stranded structure (dsRNA) formed by two separate RNA single strands is introduced into the cell, where 
one strand of the dsRNA has a region which is complementary to the target gene, 
characterized in that 

the complementary region has less than 25 successive nucleotide pairs. 

2. Method according to claim 1 , where the dsRNA is enclosed by micellar structures, preferably by liposomes. 

3 Method according to either of the preceding claims, where the dsRNA is enclosed by natural viral capsids or by 
chemically or enzymatically produced artificial capsids or structures derived therefrom. 

4. Method according to one of the preceding claims, where the target gene is expressed in eukaryotic cells. 

5. Method according to one of the preceding claims, where the target gene is selected from the following group: 
oncogene, cytokin gene, Id-protein gene, development gene, prion gene. 

6. Method according to one of the preceding claims, where the target gene is expressed in pathogenic organisms, 
preferably in Plasmodia. 

7. Method according to one of the preceding claims, where the target gene is part of a virus or viroid. 

8. Method according to claim 7, where the virus is a virus or viroid which is pathogenic for humans. 

9. Method according to claim 7, where the virus or viroid is a virus or viroid which is pathogenic for animals or phy- 
topathogenic. 

10. Method according to one of the preceding claims, where segments of the dsRNA are in double-stranded form. 
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11. Method according to oneof the preceding claims, where the ends ofthedsRNA are modified in order to counteract 
degradation in the cell or dissociation into the single strands. 

12 Method according to one of the preceding claims, where the cohesion of the double-stranded structure, which is 

(s). 

13 Method according to one of the preceding claims, where the chemical linkage is formed by a covalent or ionic 
S a hSenbond. hydrophobic interactions, preferably van-der-Waa.s or stacking interacts, or by metal- 
ion coordination. 

14. Methodaccordingtooneofthe P recedingclaims.wherethechemicallinkageisgeneratedatatleastone.preferably 
both, ends of the double-stranded structure. 

15 Method according to one of the preceding claims, where the chemical linkage is formed by means of one or more 
Zpoun^r P s. the compound groups preferably being poly(oxyphosphinicooxy-1 .3-propaned,o,) and/or poly- 
ethylene glycol chains. 

16. Method according to one of the preceding claims, where the chemical linkage is formed by purine analogs used 
in the double-stranded structure in place of purines. 

17. Method according to one of the preceding claims, where the chemical linkage is formed by azabenzene units 
introduced into the double-stranded structure. 

18 Method according to one of the preceding claims, where the chemica. linkage is formed by branched nucleotide 
analogs used in the double-stranded structure in place of nucleotides. 

19 Method according to one of the preceding claims, where at least one of the following groups is used for generating 
the Semica° linkage: methylene blue; bifunctional groups, preferably bis(2-chloroethyl)am,ne; N-acety.-N -(p-gly- 
oxy!benzoyl)cystamine; 4-thiouracil; psoralens 

20. Method according to one of the preceding Cairns, where the chemical linkage is formed by thiophosphoryl groups 
provided at the ends of the double-stranded structure. 

21 . Method according to one of the preceding claims, where the chemica. linkage at the ends of the double-stranded 
structure is formed by triple-helix bonds. 

22 Method according to one of the preceding claims, where at least one 2'-hydroxyl group of the nucleotides of the 

23 Method according to one of the preceding claims, where at least one nucleotide in at least one strand of the double- 
M i° a lo cked nucleotide with a sugar ring which is chemical.y modified, preferably by a 2 -0, 4 -C- 
methylene bridge. 

24 Method according to one of the preceding claims, where the dsRNA is bound to, associated with or surrounded 
IJSSSSS virafcoat protein which originates from a virus, is derived therefrom or has been prepared synthet- 
ically. 

25. Method according to one of the preceding claims, where the coat protein is derived from polyomavirus. 

26. Method according to one of the preceding claims, where the coat protein contains the polyomavirus virus protein 
1 (VP1) and/or virus protein 2 (VP2). 

27 Method according to one of the preceding claims, where, when a capsid or capsid-type structure is formed from 
' the coat protein, one side faces the interior of the capsid or capsid-type structure. 

28. Method according to one of the preceding claims, where one strand of the dsRNA is complementary to the primary 
or processed RNA transcript of the target gene. 
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29. Method according to one of the preceding claims, where the cell is a vertebrate cel. or a human cell. 

30 Method according to one of the preceding claims, where at least two dsRNAs which differ from each other are 
induced into the cell, where at leas* segments of one strand of each dsRNA are complementary to ,n each case 
one of at least two different target genes. 

31. Method according to one of the preceding claims, where one of the target genes is the PKR gene. 

32. Medicament with a. leas, one o.igoribonucleotide with double-stranded structure ^^^SSS^l 
RNA single strands for inhibiting the expression of a given target gene, where one strand of the dsRNA has 
region which is complementary to the target gene, 

characterized in that 

the complementary region has less than 25 successive nucleotide pairs. 

33. Medicament according to claim 32. where the dsRNA is enclosed by mice.lar structures, preferably by liposomes. 

34 Medicament according to either of claims 32 or 33. where the dsRNA is enclosed by natural viral capsids or by 
' chemically or enzymatically produced artificial capsids or structures derived therefrom. 

35. Medicament according to one. of claims 32 to 34, where the target gene can be expressed in eukaryotic cel.s. 

36 Medicament according to one of Cairns 32 to 35, where the target gene is selected from the following group: 
oncogene, cytokin gene, Id-protein gene, development gene, prion gene. 

37. Medicamentaccordingtooneofclaims32to36,wherethetargetgenecanbeexpressedinpathogenicorganisms, 
preferably in Plasmodia. 

38. Medicament according to one of claims 32 to 37, where the target gene is part of a virus or viroid. 

39. Medicament according to claim 38. where the virus is a virus or viroid which is pathogenic for humans. 

40. Medicament according to claim 38. where the virus or viroid is a virus or viroid which is pathogenic for animals. 

41 . Medicament according to one of claims 32 to 40, where segments of the dsRNA are in double-stranded form. 

42. Medicament according to one of claims 32 to 40, where the ends of the dsRNA are modified in order to counteract 
degradation in the cell or dissociation into the single strands. 

43. Medicament according to one of claims 32 to 42, where the cohesion of the ^^^^^ 
causedbythecomplementary nucleotide pairs, is increased by at least one, preferably two, further chemical linkage 

(s). 

44 Medicament according to one of claims 32 to 43, where the chemical linkage is formed by ^^Te^o, 
a hydrogen bond, hydrophobic interactions, preferably van-der-Waa.s or stack.ng interacts, or by metal .on 
coordination. 

45. Medicamentaccordingtooneofclaims32to44,wherethechemicallinkageisgeneratedatatleas» one, preferably 
both, ends of the double-stranded structure. 

46 Medicament according to one of claims 32 to 45, where the chemical linkage is formed by means of one > or more 
compound groups, the compound groups preferably being P oly(oxyphosphinicooxy-1.3-propaned,ol) and/or poly- 
ethylene glycol chains. 

47. Medicament according to one of claims 32 to 46, where the chemical linkage is formed by purine analogs used in 
the double-stranded structure in place of purines. 

48. Medicament according to one of claims 32 to 47, where the chemical linkage is formed by azabenzene units 
inserted into the double-stranded structure. 
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49. Medicament according to one of claims 32 to 48. where the chemical linkage is formed by branched nucleotide 
analogs used in the double-stranded structure in place of nucleotides. 

50 Medicament according to one of claims 32 to 49, where at least one of the following groups is used for generating 
the chemical linkage: methylene blue; bifunctional groups, preferably bis(2-chloroethyl)amine; N-acetyl-N'-(p-gly- 
oxylbenzoyl) - cystamine; 4-thiouracil; psoralene. 

51. Medicament according to one of claims 32 to 50, where the chemical linkage is formed by thiophosphoryl groups 
provided at the ends of the double-stranded structure. 

52. Medicament according to one of claims 32 to 51, where the chemical linkage are [sic] tripie-helix bonds provided 
at the ends of the double-stranded structure. 

53 Medicament according to one of claims 32 to 52, where at least one 2-hydroxyl group of .the nucleotides of the 
dsRNA in the double-stranded structure is replaced by a chemical group, preferably a Z-amino or a Z-methyl group. 

54 Medicament according to one of claims 32 to 53, where at least one nucleotide in at least one strand of the double- 
stranded structure is a locked nucleotide with a sugar ring which is chemically modified, preferably by a Z-0, 4 -C- 
methylene bridge. 

55 Medicament according to one of claims 32 to 54, where the dsRNA is bound to, associated with or surrounded by, 
at least one viral coat protein which originates from a virus, is derived therefrom or has been prepared synthetically. 

56. Medicament according to one of claims 32 to 55, where the coat protein is derived from the polyomavirus. 

57. Medicament according to one of claims 32 to 56, where the coat protein contains the polyomavirus virus protein 
1 (VP1) and/or virus protein 2 (VP2). 

58. Medicament according to one of claims 32 to 57, where, when a capsid or capsid-type structure is formed from 
the coat protein, one side faces the interior of the capsid or capsid-type structure. 

59. Medicament according to one of claims 32 to 58, where one strand of the dsRNA is complementary to the primary 
or processed RNA transcript of the target gene. 

60. Medicament according to one of claims 32 to 59, where the cell is a vertebrate cell or a human cell. 

61 Medicament according to one of claims 32 to 60, where at least two dsRNAs which differ from each other are 
contained in the medicament, where at least segments of one strand of each dsRNA are complementary to in each 
case one of at least two different target genes. 

62. Medicament according to claim 61 , where one of the target genes is the PKR gene. 

63 Active ingredient with at least one oligoribonucleotide with double-stranded structure (dsRNA) formed by two sep- 
arate RNA single strands for inhibiting the expression of a given target gene, where one strand of the dsRNA has 
a region which is complementary to the target gene, and where the target gene is part of a phytopathogenic v.rus 
or viroid, 

characterized in that 

the complementary region has less than 25 successive nucleotide pairs. 

64. Active ingredient according to claim 63, where the target gene can be expressed in eukaryotic cells. 

65. Active ingredient according to claim 63 or 64, where segments of the dsRNA are in double-stranded form. 

66. Active ingredient according to one of claims 63 to 65, where the ends of the dsRNA are modified in order to 
counteract degradation in the cell or dissociation into the single strands. 

67 Active ingredient according to one of claims 63 to 66, where the cohesion of the double-stranded structure, which 
is caused by the complementary nucleotide pairs, is increased by at least one, preferably two, further chem.cal 
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linkage(s). 

68 Active ingredient according to one of claims 63 to 67, where the chemical linkage is formed by a covalent or ionic 
' bond, a hydrogen bond, hydrophobic interactions, preferably van-der-Waals or stacking interactions, or by metal- 
ion coordination. 

69. Active ingredient according to one of claims 63 to 68, where the chemical linkage is generated at at least one, 
preferably both, ends of the double-stranded structure. 

70 Active ingredient according to one of claims 63 to 69, where the chemical linkage is formed by means of one or 
more compound groups, the compound groups preferably being poly(oxyphosphinicooxy-1 ,3-propanediol) and/or 
polyethylene glycol chains. 

71. Active ingredient according to one of claims 63 to 70, where the chemical linkage is formed by purine analogs 
used in the double-stranded structure in place of purines. 

72. Active ingredient according to one of claims 63 to 71, where the chemical linkage is formed by azabenzene units 
inserted into the double-stranded structure. 

73. Active ingredient according to one of claims 63 to 72, where the chemical linkage is formed by branched nucleotide 
analogs used in the double-stranded structure in place of nucleotides. 

74 Active ingredient according to one of claims 63 to 73, where at least one of the following groups is used for gen- 
' erating the chemical linkage: methylene blue; bifunctional groups, preferably bis(2-chloroethyl)am.ne; N- 
acetyl-N'-(p-glyoxylbenzoyl)cystamine; 4-thiouracil; psoralene. 

75. Active ingredient according to one of claims 63 to 74. where the chemical linkage is formed by thiophosphoryl 
groups provided at the ends of the double-stranded structure. 

76. Active ingredient according to one of claims 63 to 75. where the chemical linkage are triple-helix bonds provided 
at the ends of the double-stranded structure. 

77 Active ingredient according to one of claims 63 to 76, where at least one 2--hydroxyl group of the nucleotides of 
' the dsRNA in the double-stranded structure is replaced by a chemical group, preferably a 2'-amino or a 2 -methyl 

group. 

78 Active ingredient according to one of claims 63 to 77, where at least one nucleotides at least one strand of ^the 
double-stranded structure is a locked nucleotide with a sugar ring which is chemically modified, preferably by a 
2'-0, 4'-C-methylene bridge. 

79. Active ingredient according to one of claims 63 to 78, where one strand of the dsRNA is complementary to the 
primary or processed RNA transcript of the target gene. 

80 Active ingredient according to one of claims 63 to 79, where at least two dsRNAs which differ from each other are 
' contained in the active ingredient, where at least segments of one strand of each dsRNA are complementary to 

in each case one of at least two different target genes. 

81 Use of an oligoribonucleotide with double-stranded structure (dsRNA) formed by two separate RNA single strands- 
' for preparing a medicament or active ingredient for inhibiting the expression of a given target gene, where one 

strand of the dsRNA has a region which is complementary to the target gene, 
characterized in that 

the complementary region has less than 25 successive nucleotide pairs. 

82. Use according to claim 81, where the dsENA is enclosed by micellar structures, preferably by liposomes. 

83. Use according to either of claims 81 or 82, where the dsRNA is enclosed by natural viral capsids or by chemically 
or enzymatically produced artificial capsids or structures derived therefrom. 
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84. Use according to one of claims 81 to 83, where the target gene can be expressed in eukaryotic cells. 

85. Use according to one of claims 81 to 84, where the target gene is selected from the following group: oncogene, 
cytokin gene, Id-protein gene, development gene, prion gene. 

86. Use according to one of claims 81 to 85, where the target gene can be expressed in pathogenic organisms, pref- 
erably in Plasmodia. 

87. Use according to one of claims 81 to 86, where the target gene is part of a virus or viroid. 

88. Use according to claim 87, where the virus is a virus or viroid which is pathogenic for humans. 

89. Use according to claim 87, where the virus or viroid is a virus or viroid which is pathogenic for animals or phy- 
topathogenic. 

90. Use according to one of claims 81 to 89, where segments of the dsRNA are in double-stranded form. 

91. Use according to one of claims 81 to 90, where the ends of the dsRNA are modified in order to counteract degra- 
dation in the cell or dissociation into the single strands. 

92 Use according to one of claims 81 to 91, where the cohesion of the double-stranded structure, which is caused 
' by the complementary nucleotide pairs, is increased by at least one, preferably two, further chemical l,nkage(s). 

93 Use according to one of claims 81 to 92, where the chemical linkage is formed by a covalent or ionic bond, a 
' hydrogen bond, hydrophobic interactions, preferably van-der-Waals or stacking interactions, or by metal-ion co- 
ordination. 

94. Use according to one of claims 81 to 93, where the chemical linkage is generated at at least one, preferably both, 
ends of the double-stranded structure. 

95 Use according to one of claims 81 to 94, where the chemical linkage is formed by means of one or more compound 
' groups, the compound groups preferably being poly(oxyphosphinicooxy-1 ,3-propanediol) and/or polyethylene gly- 
col chains. 

96. Use according to one of claims 81 to 95, where the chemical linkage is formed by purine analogs used in the 
double-stranded structure in place of purines. 

97. Use according to one of claims 81 to 96, where the chemical linkage is formed by azabenzene units introduced 
into the double-stranded structure. 

98. Use according to one of claims 81 to 97, where the chemical linkage is formed by branched nucleotide analogs 
used in the double-stranded structure in place of nucleotides. 

99 Use according to one of claims 81 to 98, where at least one of the following groups is used for generating the 
' chemical linkage: methylene blue; bifunctional groups, preferably bis(2-chloroethyl)amine; N-acetyl-N -(p-glyoxy- 
lbenzoyl)-cystamine; 4-thiouracil; psoralene. 

100. Use according to one of claims 81 to 99, where the chemical linkage is formed by thiophosphoryl groups attached 
to the ends of the double-stranded structure. 

101. Use according to one of claims 81 to 100, where the chemical linkage at the ends of the double-stranded structure 
is formed by triple-helix bonds. 

102 Use according to one of claims 81 to 101 , where at least one 2--hydroxyl group of the nucleotides of the dsRNA 
i the double-stranded structure is replaced by a chemical group, preferably a 2 , -amino or a Z-methyl group. 



in 1 



103.Use according to one of claims 81 to 102. where at least one nucleotide in at least one strand of the double- 
stranded structure is a locked nucleotide with a sugar ring which is chemically modified, preferably by a 2 -o, 4 -u- 
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methylene bridge. 

104. Use according to one of claims 81 to 103, where the dsRNA is bound to, associated with or surrounded b* at least 
one viral coat protein which originates from a virus, is derived therefrom or has been prepared synthet.cally. 

105. Use according to one of claims 81 to 104, where the coat protein is derived from polyomavirus. 

106. Use according to one of claims 81 to 105, where the coat protein contains the polyomavirus virus protein 1 (VP1) 
and/or virus protein 2 (VP2). 

107. Use according to one of claims 81 to 106, where, when a capsid or capsid-type structure is formed from the coat 
protein, one side faces the interior of the capsid or capsid-type structure. 

108. Use according to one of claims 81 to 107, where one strand of the dsRNA is complementary to the primary or 
processed RNA transcript of the target gene. 

109. Use according to one of claims 81 to 108, where the cell is a vertebrate cell or a human cell. 

HO.Use according to one of claims 81 to 109, where at least two dsRNAs which differ from each other are usee I where 
at leas, segments of one strand of each dsRNA are complementary to in each case one of at least two different 
target genes. 

111. Use according to claim 110, where one of the target genes is the PKR gene. 

112. Use according to one of claims 81 to 111, where the medicament is injectable into the bloodstream or into the 
interstitium of the organism to undergo therapy. 

113. Use according to one of claims 81 to 112, where the dsRNA is taken up into bacteria or microorganisms. 

114 Use of a vector for coding at least one oligoribonucleotide with double-stranded structure (dsBNA) formed by two 
separate RNA single strands for preparing a medicament or active ingredient for inhibiting the expression of a 
given target gene, where one strand of the dsRNA has a region which is complementary to the target gene, 
characterized in that 

the complementary region has less than 25 successive nucleotide pairs. 

115. Use according to claim 114, where the target gene can be expressed in eukaryotic cells. 

116. Use according to claim 114 or 115, where the target gene is selected from the following group: oncogene, cytokin 
gene, Id-protein gene, development gene, prion gene. 

117. Use according to one of claims 114 to 116, where the target gene can be expressed in pathogenic organisms, 
preferably in Plasmodia. 

118. Use according to one of claims 114 to 117, where the target gene is part of a virus or viroid. 

119. Use according to claim 118, where the virus is a virus or viroid which is pathogenic for humans. 

120. Use according to claim 118, where the virus or viroid is a virus or viroid which is pathogenic for animals or phy- 
topathogenic. 

121-Use according to one of claims 114 to 120, where segments of the dsRNA are in double-stranded form. 

122. Use according to one of claims 114 to 121, where one strand of the dsRNA is complementary to the primary or 
processed RNA transcript of the target gene. 

123. Use according to one of claims 114 to 122, where the cell is a vertebrate cell or a human cell. 

124. Use according to one of claims 114 to 123. where at least two dsRNAs which differ from each other are used. 
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where at least segments of one strand of each dsRNA are complementary to in each case one of at least two 
different target genes. 

125.Use according to claim 125, where one of the target genes is the PKR gene. 
Revendications 

1 Procede d'inhibition de I'expression d'un gene cible donne dans une cellule in vitro, dans lequel un oligoribonu- 
' cleotide d'une structure double brin (ARNdb) formee de deux ARN simple brin separes est .ntrodurt dans la cellule, 
un brin de I'ARNdb presentant une region complementaire du gene able, 
caracterise en ce que 

la region complementaire presente moins de 25 paires de nucleotides successives. 

2. Procede selon la revendication 1 , dans lequel I'ARNdb est incorpore dans des structures micellaires, de preference 
dans des liposomes. 

3 Procede selon I'une des revendications precedentes, dans lequel I'ARNdb est incorpore dans des capsides natu- 
relles virales ou dans des capsides artificielles, preparees par voie chimique ou enzymatique, ou dans des struc- 
tures en dferivant. 

4. Procede selon I'une des revendications precedentes, dans lequel le gene cible est exprime dans des cellules 
eucaryotes. 

5 Procede selon I'une des revendications precedentes, dans lequel le gene cible est selectionne parmi le groupe 
suivant: oncogene, gene de cytokine, gene d'ld-proteine, gene de developpement, gene de prion. 

6. Procede selon I'une des revendications precedentes, dans lequel le gene cible est exprime dans des organismes 
pathogenes, de preference dans des plasmodies. 

7. Procede selon I'une des revendications precedentes, dans lequel le gene cible est une composante d'un virus ou 
d'un viro'ide. 

8. Procede selon la revendication 7, dans lequel le virus est un virus ou un viroide pathogene humain. 

9. Procede selon la revendication 7, dans lequel le virus ou le viroTde est un virus ou un viroWe pathogene animal 
ou vegetal. 

10. Procede selon I'une des revendications precedentes. dans lequel I'ARNdb est realise en double brin sur certaines 
portions ou segments. 

11. Precede selon I'une des revendications precedentes, dans lequel les extremites de I'ARNdb sont modif.ees pour 
contrer une degradation dans la cellule ou une dissociation en simples brins. 

12. Procede selon I'une des revendications precedentes, dans lequel la cohesion de la structure double brin occa- 
sionnee par les paires de nucleotides complementaires, est renforcee par au moms une, de preference deux, autre 
(s) liaison(s) chimique(s). 

13. Procede selon I'une des revendications precedentes. dans lequel la liaison chimique est formee par ^ une > liaison 
covalente ou ionique, une liaison par pontage d'hydrogene, des interactions hydrophobes, de preference des 
interactions Van der Waals ou d'empilement, ou par une coordination ionique metallique. 

14 Procede selon I'une des revendications precedentes. dans lequel la liaison chimique est realisee au niveau d'au 
moins une. de preference au niveau des deux extremites de la structure double bnn. 

15 Procede selon I'une des revendications precedentes, dans lequel la liaison chimique est formee au 

ou de plusieurs groupes de liaison, les groupes de liaison etant de preference des cha.nes poly-(oxyphosph,n,co- 
oxy-1,3-propanediol)- et/ou polyethyleneglycol. 
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16. Precede selon I'une des revendications precedentes, dans lequel la liaison chimique est formee par des analogues 
de purine utilises a la place de la purine dans la structure double brin. 

17. Precede selon I'une des revendications precedentes, dans lequel la liaison chimique est formee par des motifs 
azabenzene introduits dans la structure double brin. 

1 8 Procede selon Tune des revendications precedentes. dans lequel la liaison chimique est formee par des analogues 
nucleotidiques ramifies utilises a la place de nucleotides dans la structure double brin. 

19 Procede selon I'une des revendications precedentes. dans lequel on utilise au moins un des groupes suivants 
' pour former la liaison chimique : bleu de methylene ; groupes bifonctionnels. de preference une bis-(2-chloroethyl) 

amine ; N-acetyl-N'-(p-glyoxyl-benzoyl)-cystamine; 4-thiouracile ; psoralene. 

20. Procede selon I'une des revendications precedentes, dans lequel la liaison chimique est formee par des groupes 
thiophosphoryle appliques au niveau des extr6mites de la structure double brin. 

21. Procede selon I'une des revendications precedentes, dans lequel la liaison chimique est formee au niveau des 
extremites de la structure double brin par des liaisons en triple helice. 

22 Procede selon I'une des revendications precedentes, dans lequel au moins un groupe 2'-hydroxyle des nucleotides 
' de I'ARNdb est remplace dans la structure double brin par un groupe chimique, de preference un groupe 2 -am.no- 

ou 2'-methyle. 

23 Procede selon I'une des revendications precedentes. dans lequel au moins un nucleotide d'au moins un brin de 
' la structure double brin est un "nucleotide ferme" presentant un cycle sucre modifie chimiquement, de preference 

par un pont 2'-0,4'-C-methylene. 

24 Procede selon I'une des revendications precedentes, dans lequel I'ARNdb est lie a, associe a ou entoure par au 
" moins une proteine enveloppe virale provenant d'un virus, derivee de celui-ci ou fabriquee par voie synthetique. 

25. Procede selon I'une des revendications precedentes, dans lequel la proteine enveloppe est derivee d'un polyo- 
mavirus. 

26. Procede selon I'une des revendications precedentes, dans lequel la proteine enveloppe contient la proteine virale 
1 (VP1) et/ou la proteine virale 2 (VP2) du polyomavirus. 

27 Procede selon I'une des revendications precedentes, dans lequel, lors de la formation d'une capside ou d'une 
" structure de type capside a partir de la proteine enveloppe, un cote est tourne vers I'interieur de la caps.de ou de 
la structure de type capside. 

28. Procede selon I'une des revendications precedentes, dans lequel un brin de I'ARNdb est complementaire du trans- 
cript d'ARN primaire ou traite du gene cible. 

29. Procede selon I'une des revendications precedentes, dans lequel la cellule est une cellule de vertebre ou une 
cellule humaine. 

30 Procede selon I'une des revendications precedentes, dans lequel au moins deux ARNdb differents Tun de I'autre 
' sont introduits dans la cellule, un brin de chaque ARNdb etant complementaire au moins sur certa.nes portions 
ou segments de respectivement un d'au moins deux genes cibles differents. 

31. Procede selon I'une des revendications precedentes, dans lequel un des genes cible est le gene PKR. 

32 Medicament comportant au moins un oligoribonucleotide d'une structure double brin (ARNdb) formee de deux 
' ARN simple brin separes, destine a inhiber ('expression d'un gene cible donne, un brin de I'ARNdb presentant une 
region complementaire du gene cible, 
caracterise en ce que 

la region complementaire presente moins de 25 paires de nucleotides successives. 
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33. Medicament selon la revendication 32, dans lequel I'ARNdb est empaquete dans des structures micellaires, de 
preference des liposomes. 

34 Medicament selon rune des revendications 32 ou 33, dans lequel I'ARNdb est incorpore dans des capsides na- 
' turelles virales ou dans des capsides artif.cielles, preparees par voie chimique ou enzymat.que, ou dans des struc- 
tures en derivant. 

35. Medicament selon Tune des revendications 32 a 34, dans lequel le gene cible peut etre exprime dans des cellules 
eucaryotes. 

36 Medicament selon I'uns des revendications 32 a 35, dans lequel le gene cible est selective parmi le groupe 
' suivant : oncogene, gene de cytokine, gene d'ld-proteine, gene de developpement, gene de prion. 

37. Medicament selon Tune des revendications 32 a 36, dans lequel le gene cible peut etre exprime dans des orga- 
nismes pathogenes, de preference dans des plasmodies. 

38. Medicament selon Tune des revendications 32 a 37, dans lequel le gene cible est une composante d'un virus ou 
d'un viroTde. 

39. Medicament selon la revendication 38, dans lequel le virus est un virus ou un viroTde pathogene humain. 

40. Medicament selon la revendication 38, dans lequel le virus ou le viroTde est un virus ou un viroTde pathogene animal. 

41. Medicament selon I'une des revendications 32 a 40, dans lequel I'ARNdb est realise en double brin sur certaines 
portions ou segments. 

42. Medicament selon I'une des revendications 32 a 40, dans lequel les extremites de I'ARNdb sont modifiees pour 
contrer une degradation dans la cellule ou une dissociation en simples bnns. 

43. Medicament selon I'une des revendications 32 a 42, dans lequel la cohesion de la structure double brin o^asion- 
nee par les paires de nucleotides complSmentaires, est renforcee par au mo.ns une, de preference deux, autre 
(s) liaison(s) chimique(s). 

44 Medicament selon I'une des revendications 32 a 43, dans lequel la liaison chimique est formee par une liaison 
' covalente ou ionique. une liaison par pontage d'hydrogene, des interactions hydrophobes, de preference des 

interactions Van der Waals ou d'empilement, ou par une coordination ionique metallique. 

45 Medicament selon I'une des revendications 32 a 44, dans lequel la liaison chimique est realisee au niveau d'au 
moins une, de preference au niveau des deux, extremites de la structure double brin. 

46. Medicament selon I'une des revendications 32 a 45, dans lequel la liaison chimique est formee au moyen d'un ou 
de plusieurs groupes de liaison, les groupes de liaison etant de preference des chaines poly-{oxyphosphin,co- 
oxy-1,3-propanediol)- et/ou polyethyleneglycol. 

47. Medicament selon I'une des revendications 32 a 46, dans lequel la liaison chimique est formee par des analogues 
de purine utilises a la place de la purine dans la structure double brin. 

48. Medicament selon I'une des revendications 32 a 47, dans lequel la liaison chimique est formee par des motifs 
azabenzene introduits dans la structure double brin. 

49 Medicament selon I'une des revendications 32 a 48, dans lequel la liaison chimique est formee par des analogues 
nucleotidiques ramifies utilises a la place de nucleotides dans la structure double brin. 

50. Medicament selon I'une des revendications 32 a 49, dans lequel on utilise au moins un des 

former la liaison chimique : bleu de methylene ; groupes bifonctionnels, de preference une b.s-(2-chloroethyl) 
amine ; N-acetyl-N'-(p-glyoxyl-benzoyl)-cystamine ; 4-thiouracile; psoralene. 

51. Medicament selon I'une des revendications 32 a 50, dans lequel la liaison chimique est formee par des groupes 
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thiophosphoryle prevus au niveau des extremites de la structure double brin. 

52. Medicament seion Tune des revendications 32 a 51 , dans lequel la liaison chimique est constituee par des liaisons 
en triple helice au niveau des extremites de la structure double brin. 

53 Medicament selon Tune des revendications 32 a 52, dans lequel au moins un groupe 2'-hydroxyle des nucleotides 
de I'ARNdb est remplace dans la structure double brin par un groupe chimique, de preference un groupe 2'-ammo- 
ou 2*-methyle. 

54 Medicament selon rune des revendications 32 a 53, dans lequel au moins un nucleotide d'au moins un brin de la 
structure double brin est un "nucleotide ferme" presentant un cycle sucre modifie chimiquement, de preference 
par un pont 2'-0,4*-C-methylene. 

55 Medicament selon Tune des revendications 32 a 54, dans lequel I'ARNdb est lie a, associe a ou entoure par au 
moins une proteine enveloppe virale provenant d'un virus, derivee de celui-ci ou fabriquee par voie synthetique. 

56. Medicament selon Tune des revendications 32 a 55, dans lequel la proteine enveloppe est derivee d'un polyoma- 



virus. 



57. Medicament selon I'une des revendications 32 a 56, dans lequel la proteine enveloppe contient la proteine virale 
1 (VP1) et/ou la proteine virale 2 (VP2) du polyomavirus. 

58 Medicament selon I'une des revendications 32 a 57, dans lequel, lors de la formation d'une capside ou d'une 
structure de type capside a partir de la proteine enveloppe, un cote est tourne vers I'interieur de la capside ou de 
la structure de type capside. 

59. Medicament selon I'une des revendications 32 a 58, dans lequel un brin de I'ARNdb est complementaire du trans- 
cript d'ARN primaire ou traite du gene cible. 

60. Medicament selon I'une des revendications 32 a 59, dans lequel la cellule est une cellule de vertebre ou une cellule 
humaine. 

61 Medicament selon Tune des revendications 32 a 60, dans lequel sont contenus au moins deux ARNdb differents 
I'un de Tautre, un brin de chaque ARNdb etant complementaire au moins sur certaines portions ou segments de 
respectivement un d'au moins deux genes cibles differents. 

62. Medicament selon la revendication 61, dans lequel un des genes cible est le gene PKR. 

63 Principe actif comportant au moins un oligoribonucleotide d'une structure double brin (ARNdb) formee de deux 
ARN simple brin separes, destine a inhiber ^expression d'un gene cible donne, un brin de I'ARNdb presentant une 
region complementaire du gene cible, et dans lequel le gene cible est une composante d'un virus ou d'un viroide 
pathogene vegetal, 
caractertse en ce que 

la region complementaire presente moins de 25 paires de nucleotides successives. 

64. Principe actif selon la revendication 63, dans lequel le gene cible peut etre exprime dans des cellules eucaryotes. 

65. Principe actif selon la revendication 63 ou 64, dans lequel I'ARNdb est realise en double brin sur certaines portions 
ou segments. 

66. Principe actif selon I'une des revendications 63 a 65, dans lequel les extremites de I'ARNdb sont modifiees pour 
contrer une degradation dans la cellule ou une dissociation en simples brins. 

67 Principe actif selon I'une des revendications 63 a 66, dans lequel la cohesion de la structure double brin, occa- 
sionnee par les paires de nucleotides complementaires, est renforcee par au moins une, de preference deux, autre 
(s) liaison(s) chimique(s). 

68. Principe actif selon I'une des revendications 63 a 67, dans lequel la liaison chimique est formee par une liaison 
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covalente ou ionique. one liaison par pontage d'hydrogene, des interactions hydrophobes, de preference des 
interactions Van der Waals ou d'empilement, ou par une coordination ionique metall.que. 

69 Principe actif selon rune des revendications 63 a 68. dans leque. la liaison chimique est realisee au niveau d'au 
' moins une, de preference au niveau des deux, extremes de la structure double bnn. 

70 Principe actif selon rune des revendications 63 a 69, dans lequel la liaison chimique est formee au moyen d'un 
de liaison, les groupes de .iaison etant de preference des chaines poly-(oxyphosph,n,co- 

oxy-1,3-propanediol)- et/ou polyethyleneglycol. 

71 Principe actif selon rune des revendications 63 a 70, dans lequel la liaison chimique est formee par des analogues 
de purine utilises a la place de la purine dans la structure double bnn. 

72. Principe actif selon rune des revendications 63 a 71, dans lequel la liaison chimique est formee par des motifs 
t5 azabenzene introduits dans la structure double brin. 

73 Prindpeactifselonrunedesrevend^ 

' nucleotidiques ramifies utilises a la place de nucleotides dans la structure double bnn. 

74 Principe actif selon rune des revendications 63 a 73, dans lequel on utilise au moins un des groupes < suivants pour 
ZZr^Tc^e : bleu de methylene ; groupes bifonctionnels. de preference une b IS -(2-ch.oroe«hy.) 
amine ; N-acetyl-N'-(p-glyoxyl-benzoyl)-cystamine ; 4-thiouracile; psoralene. 

75 Principe actif selon .'une des revendications 63 a 74, dans lequel la liaison chimique est formee par des groupes 
thiophosphoryle prevus au niveau des extremites de la structure double bnn. 

76 Principeactif S e.onrunedesrevendications63a75.danslequellaliaisonchimiqueestconstitueepardes.iaisons 
en triple helice au niveau des extremites de la structure double bnn. 

77 Principe actif selon I'une des revendications 63 a 76, dans lequel au moins un groupe 2'-hydroxyle des nudtotHes 
de^Ndb estVemplace dans la structure double brin par un groupe chimique, de preference un groupe 2 -am,no- 
ou 2*-methyle. 

78 Principe actif selon I'une des revendications 63 a 77, dans lequel au moins un nucleotide d'au moins un brin de 
ES^ZZ brin es, un "nucleotide ferme" presentan. un cycle sucre modifle chimiquement, de preference 
par un pont Z-O^'-C-methylene. 

79. Principe actif selon I'une des revendications 63 a 78, dans lequel un brin de I'ARNdb est complemented du 
transcript d'ARN primaire ou traite du gene cible. 

80 Principe actif selon I'une des revendications 63 a 79, dans lequel sont contenus au moins deux ARNdb differents 
mn de raule un brin de chaque ARNdb etant complementaire au moins sur certaines portions ou segments de 
respectivement un d'au moins deux genes cibles differents. 

81 Utilisation d'un oligonucleotide d'une structure double brin (ARNdb) formee de deux ""£"1^^ 
' pour preparer un medicament ou un principe actif destine a inhiber I'express.on d'un gene able donne, un bnn de 

I'ARNdb presentant une region complementaire du gene cible, 

caracterisee en ce que 

la region complementaire presente moins de 25 paires de nucleotides successes. 

82. Utilisation selon la revendication 81. dans laquel.e I'ARNdb est empaquete dans des structures mice.laires, de 
preference des liposomes. 

83 Utilisation selon I'une des revendications 81 ou 82, dans laquelle I'ARNdb est incorpore dans des capsides natu- 
ySmZZ ou dans des capsides artiflcielles, preparees par voie chimique ou enzymat,que. ou dans des struc- 
tures en derivant. 

84. Utilisation selon I'une des revendications 81 a 83. dans laquel.e le gene cible peu. etre exprime dans des cellules 
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eucaryotes. 

85 Utilisation selon Tune des revendications 81 a 84. dans laquel.e le gene cible est selections parmi le groupe 
suivant : oncogene, gene de cytokine, gene tfld-proteine, gene de developpement, gene de pnon. 

86. Utilisation selon Tune des revendications 81 a 85. dans laquelle le gene cible peut etre exprime dans des orga- 
nismes pathogenes, de preference dans des plasmodies. 

87. Utilisation selon I'une des revendications 81 a 86, dans laquelle le gene cible est une composan.e d'un virus ou 
d'un viroTde. 

88. Utilisation selon la revendication 87, dans laquelle le virus est un virus ou un viroTde pathogene humain. 

89. Utilisation selon la revendication 87. dans laquelle le virus ou le viroTde est un vims ou un viroTde pathogene animal 
ou vegetal. 

90. Utilisation selon I'une des revendications 81 a 89, dans laquelle I'ARNdb est realise a double brin sur certaines 
portions ou segments. 

91 Utilisation selon I'une des revendications 81 a 90, dans laquelle les extremes de I'ARNdb sont modifiees pour 
contrer une degradation dans la cellule ou une dissociation en simples bnns. 

92. Utilisationselonl'unedes^ 

par les paires de nucleotides complementaires, est renforcee par au moms une, de preference deux, autre(s) 

liaison(s) chimique(s). 

93. Utilisation selon I'une des revendications 81 a 92. dans laquel.e a liaison chimique est formee par ^ne .liaison 
covalente ou ionique, une liaison par pontage d'hydrogene, des interactions hydrophobes, de preference des 
interactions Van der Waals ou d'empilement, ou par une coordination lon.que metallique. 

94 Utilisation selon I'une des revendications 81 a 93. dans laquelle la liaison chimique est realisee au niveau d'au 
moins une, de preference au niveau des deux, extremites de la structure double brin. 

95 Utilisation selon I'une des revendications 81 a 94, dans laquelle la liaison chimique est formee au moyen d'un ou 
de pluSu?; Tgroupes de liaison, les groupes de liaison etant de preference des chatnes poly-fpxyphosphm.co- 
oxy-1,3-propanediol)- et/ou poly£thyleneglycol. 

96 Utilisation selon I'une des revendications 81 a 95, dans laquelle la liaison chimique est formee par des analogues 
de purine utilises a la place de la purine dans la structure double brin. 

97. Utilisation selon I'une des revendications 81 a 96, dans laquelle la liaison chimique est formee par des motifs 
azabenzene introduits dans la structure double brin. 

98 Utilisation selon I'une des revendications 81 a 97, dans laquelle la liaison chimique est formee par des analogues 
' nucleotidiques ramifies utilises a la place de nucleotides dans la structure double bnn. 

99. Utilisation selon .'une des revendications 81 a 98, dans laquelle on utilise au moins un des <^»*™£^ 
former la liaison chimique : bleu de methylene ; groupes bifonctionnels, de preference une bis-(2-chloroethyl) 
amine ; N-acetyl-N'-(p-glyoxyl-benzoyl)-cystamine ; 4-thiouracile ; psoralene. 

100 Utilisation selon I'une des revendications 81 a 99. dans laquelle la liaison chimique est formee par des groupes 
thiophosphoryle appliques au niveau des extremites de la structure double bnn. 

101. Utilisation selon I'une des revendications 81 a 100. dans laquelle la liaison chimique est form6e au niveau des 
extremites de la structure double brin par des liaisons en triple helice. 

102 Utilisation selon I'une des revendications 81 a 101 , dans laquelle au moins un groupe 2'-hydroxyle des nucleotides 
de I'ARNdb est remplace dans la structure double brin par un groupe chimique. de preference un groupe 2'-am,no- 
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ou 2'-methyle. 

103 Utilisation selon i'une des revendications 81 a 102, dans laquelle au moins un nucleotide d'au moins un brin de 
^JSS^iut brin est un "nucleotide ferme" presentant un cycle sucre modifie chimiquement, de preference 

par un pont 2'-0,4'-C-methylene. 

104 Utilisation selon I'une des revendications 81 a 103, dans laquelle I'ARNdb est lie a, associe a ou entoure par au 
^ZTZTo^e enveloppe virale provenant d'un virus, derivee de celui-ci ou fabriquee par vo,e syn.het.que. 

105. Utilisation selon I'une des revendications 81 a 104, dans laquelle la proteine enveloppe est derivee d'un polyoma- 
virus. 

106. Utilisation selon I'une des revendications 81 a 105, dans laquelle la proteine enveloppe contient la proteine virale 
1 (VP1) et/ou la proteine virale 2 (VP2) du polyomavirus. 

107. Utilisation selon I'une des revendications 81 a 106, dans laquelle lors de la formation d'une capside ou d'une 
structure de type capside a partir de la proteine enveloppe, un c6te est tourne vers I'.nterieur de la caps.de ou de 
la structure de type capside. 

108. Utilisation selon I'une des revendications 81 a 1 07, dans laquelle un brin de I'ARNdb est complementaire du trans- 
cript d'ARN primaire ou traite du gene cible. 

109. Utilisation selon I'une des revendications 81 a 108, dans laquelle la cellule est une cellule de vertebre ou une 
cellule humaine. 

110 Utilisation selon I'une des revendications 81 a 109. dans laquelle au moins deux ARNdb differents run de rautre 
sont utilises, un brin de chaque ARNdb etant complementaire au moins sur certames port.ons ou segments de 
respectivement un d'au moins deux genes cibles differents. 

111. Utilisation selon la revendication 110, dans laquelle un des genes cible est le gene PKR. 

112 Utilisation selon I'une des revendications 81 a 111, dans laquelle le medicament peut etre injecte dans le flux 
sanguin ou dans I'interstitium de I'organisme sur lequel est r£alisee la therapie. 

113.Utilisation selon I'une des revendications 81 a 112. dans laquelle I'ARNdb est recueilli dans des bacteries ou des 
microorganismes. 

114 Utilisation d'un vecteur de codage d'au moins un oligoribonucleotide d'une structure double brin (ARNdb) formee 
de deux ARN simple brin separes pour fabriquer un medicament ou un principe actif destine a mh.ber I expression 
d'un gene cible donne, un brin de I'ARNdb presentant une region complementaire d'un gene able, 
caracterisee en ce que 

la region complementaire presents moins de 25 paires de nucleotides successives. 

115.Utilisation selon la revendication 114. dans laquelle le gene cible peut etre exprime dans des cellules eucaryotes. 

116 Utilisation selon la revendication 114 ou 115, dans laquelle le gene cible est selectionne parmi le groupe suivant : 
oncogene, gene de cytokine, gene d'ld-proteine, gene de developpement, gene de prion. 

117. Utilisation selon I'une des revendications 114 a 116, dans laquelle le gene cible peut etre exprime dans des orga- 
nismes pathogenes, de preference dans des plasmodies. 

118. Utilisation selon I'une des revendications 114 a 117. dans laquelle le gene cible est une composante d'un virus ou 
d'un viroi'de. 

119. Utilisation selon la revendication 118, dans laquelle le virus est un virus ou un viroTde pathogene humain. 

120. Utilisation selon la revendication 118. dans laquelle le virus ou le viroide est un virus ou un viroide pathogene 
animal ou vegetal. 
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1 21 .Utilisation selon rune des revendications 114 a 120, dans laquelle PARNdb est realise en double brin sur certaines 
portions ou segments. 

122. Utiiisation selon Tune des revendications 114 a 121. dans laqueile un brin de PARNdb est complementaire du 
5 transcript d'ARN primaire ou traite du gene cible. 

123. Utilisation selon I'une des revendications 114 a 122, dans laquelle la cellule est une cellule de vertebre ou une 
cellule humaine. 

w 124 Utilisation selon I'une des revendications 114 a 123, dans laquelle au moins deux ARNdb differents Pun de Pautre 
sont utilises, un brin de chaque ARNdb etant complementaire au moins sur certaines portions ou segments de 
respectivement un d'au moins deux genes cibles differents. 
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125.Utilisation selon la revendication 124, dans laquelle un des genes cible est le gene PKR. 
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Fig. 2 
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Fig. 3 
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Fig. 4 a 



Fig. 4 b 



Fig. 4 c 
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